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ORIGINAL ARTICLE / OZGUN MAKALE

THE AEROBIC BACTERIA ISOLATED FROM USED COSMETIC
PRODUCTS AND EVALUATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE

KULLANILMIS KOZMETIK URUNLERDEN IZOLE EDILEN AEROP BAKTERILER VE
ANTIBIYOTIK DIRENCININ DEGERLENDIRILMESI

Omer AKGULY (), Kadir BAKAN?

Van Yiiziincii Y1l University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Microbiology,
65080, Van, Turkey,
2Van Yiiziincii Y1l University, Instituted of Health Sciences, Department of Pharmaceutical
Microbiology, 65080, Van, Turkey

ABSTRACT

Objective: Today, cosmetics sector is one of the thousands of sectors that are inspected within the scope
of protection of people's health, preventive health measures, investments made for health rather than illness,
and projects made in the name of raising awareness of people without getting sick. Cosmetics need to be
produced and maintained in healthy conditions to minimize unwanted effects. The aim of this study is to evaluate
the aerobic bacterial contamination of used cosmetic products and the resistance profile (carbapenem and
extended-spectrum beta-lactamase) of isolated bacteria.

Material and Method: Five hundred samples were made from used cosmetic products. Microbiological
evaluation was performed using culture, biochemical tests, Vitek 2 and polymerase chain reaction (PCR) from
the samples.

Result and Discussion: In this study, used cosmetic products were collected from 500 cosmetic users. A
total of 101 (20.2%) bacteria were isolated from used cosmetic products (n = 500). As a result of identification
performed on Vitek 2 device, S. epidermidis (47, 46.5%), S. hominis (17, 16.8%), S. aureus (6, 5.9%), E. coli
(16, 15.8%), K. pneumoniae (11, 10.9%) and P. aeruginosa (4, 4.1%). Result of phenotypic antibiotic resistance
evaluation revealed that 1 isolate was methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and it was mecA gene positive. It
was determined that the isolated 10 gram negative bacteria showed a profile of carbapenem and extended-
spectrum beta-lactamase resistance. Only three K. pneumoniae strains were found to carry the blaoxa-ss gene
in these isolates. In this study, it was concluded that the cosmetic products may cause serious infections
associated with poor personal hygiene, prolonged use, and the bacterial contamination rate of the environment.

Keywords: Contamination, cosmetic product, microbiology
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Amag: Giintimiizde insanlarin sagligint koruma, koruyucu saghk tedbirleri, hastaliga degil sagliga yonelik
yapilan yatirimlar ve kisiyi hastalanmadan bilinglendirme adina yapilan projeler kapsaminda denetlenen
binlerce sektorden biri de kozmetik sektoriidiir. Kozmetiklerin istenmeyen etkilerini en aza indirmek igin saglikli
kosullarda iiretilip korunmasi gerekmektedir. Bu ¢alismanin amaci, kullanilan kozmetik iiriinlerin aerobik
bakteriyel kontaminasyonunu ve izole edilen bakterilerin direng profilini (karbapenem ve genisletilmis
spektrumlu beta-laktamaz) degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: Kullanilmis kozmetik iiriinlerden bes yiiz 6rnekleme yapildi. Orneklerden kiiltiir,
biyokimyasal testler, Vitek 2 ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak mikrobiyolojik degerlendirme
yapild.

Sonu¢ ve Tartisma: Bu calismada, 500 kozmetik tiriin kullanicisindan, kullanilmis kozmetik tirtinler
toplandi. Kullanilmis kozmetik iiriinlerden (n=500) toplamda 101 (%20,2) bakteri izolasyonu yapildi. Vitek 2
cihazinda gerceklestirilen identifikason sonucunda izolatlarin sirasiyla S. epidermidis (47, %46,5), S. hominis
(17, %16,8), S. aureus (6, %5,9), E. coli (16, %15,8), K. pneumoniae (11, %10,9) ve P. aeruginosa (4, %4,1)
oldugu belirlendi. Fenotipik antibiyotik direncinin degerlendirmesi sonucunda 1 izolatin metisilin direngli S.
aureus (MRSA) ve mecA geni pozitif oldugu goriildii. Izole edilen 10 gram negatif bakterinin karbapenem ve
genislemig-spektrumlu B-laktamaz direnci profili gésterdigi belirlendi. Bu izolatlarda sadece ii¢ K. pneumoniae
susunun blaOXA-48 geni tasidigi belirlendi. Bu ¢calismada, kozmetik tiriin kullanmiminda kétii kisisel hijyen, uzun
kullanimi zaman, and ortamin bakteriyel kontaminasyon orani ile iliskili ciddi infeksiyonlara maruz
kalinabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kontaminasyon, kozmetik zirzin, mikrobiyoloji

INTRODUCTION

The term ‘cosmetics’ has been derived from the Greek word “kosmetikos,” which means skilled
in adornment or arrangement in Greek. From past to present, having a beautiful and well-groomed
appearance has always been important. Although the sense of beauty varies by the current age and
conditions, the use of cosmetic products has always been found the basis of beauty at every age [1]. The
very first findings on the use of cosmetics have been found in Egypt. The bowls found in the graves that
were found and examined in Egypt during the archeological diggings and cream containers that are still
fragrant for years indicate that cosmetics have still been widely used for centuries. It is known that these
products, which are used for beauty, are obtained from nice-smelling plants, seeds, and oils, and mainly
clergymen prepared them in the past [2].

The Europe Cosmetics Directive ensures that cosmetics are produced to high standards to ensure
the safety of consumers. Testing should be carried out to assess the physical and chemical properties
and stability of the product, and to find out its microbiological and toxicological results as well [3].
Today, new technologies and systems are being developed in the cosmetic products packaging industry
to prevent microbial contamination. However, even if these products are packaged perfectly,
contamination can occur for various reasons. Products are exposed to contamination during production,
storage, transportation, sales, and service operations. The most microbial contamination occurs in raw
materials such as natural substances, carbohydrates, alcohol, glycoside, oil, and protein [4].

The risk of infection that may occur in an eye increases with the contamination of eye cosmetic

products used in daily life. Contamination by microorganisms can occur usually in the products that
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highly contact with the eyes during their usages such as contact lenses, cleaning solutions, or soft lenses.
Serious infections can be seen in the inner and outer lid of the eye after the use of contaminated eyeliners.
It was detected that the contamination occurs especially with gram-negative bacteria [5]. Pseudomonas
aeruginosa, which may cause serious infections, can be detected in eye products, especially in eye
shadows and mascaras [6]. Although mouthwashes and toothpaste contain antimicrobial preservatives,
they are still subject to significant amounts of bacterial and fungal contamination. P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, and Candida spp. often perform contamination. It was detected that toothpaste
is more frequently contaminated than mouthwashes [7]. Highly contaminated products that are used for
skincare may cause skin infection or allergic reactions in users. P. aeruginosa, which is infected from
creams, lotions, cellulose bandages, and plaster bandages, may cause serious infections [5]. Shampoos
are susceptible to the growth of gram-negative bacteria because of the amount of water they contain. No
defect occurs because of contamination, however, changes such as bad smell, different color formation,
foaming, and thin layer formation can be observed in products [8]. Shampoos are most contaminated
with Enterobacterales and Pseudomonas species [9].

This study aimed to investigate the contamination risk of aerobic bacteria in cosmetic products
used by people living in the Van region of Turkey, to evaluate phenotypically and genotypically the
antibiotic resistance they have, and to determine their effects on public health.

MATERIAL AND METHOD
Isolation and Identification of Bacteria, and Antibiogram Test

Used cosmetic products were collected from 500 cosmetic product users in the Van region of
Turkey. The cosmetic products were divided into groups regarding their durations of use (Table 1). The
sampling method was determined according to whether the products were liquid, semi-solid, and solid.
1 mL samples of liquid products and 1gr samples of semi-solid and solid products were collected in this
way, sampling was completed. The samples were inoculated into the medium containing 8.5 mL of pre-
prepared Brain Heart infusion Broth (BHI, Oxoid, UK) and 0.5 mL of Tween 80. The bottles in which
growth was detected were inoculated into 5% sheep-blooded agar base (Acumedia, USA), McConkey
Agar (Oxoid, UK), and Eosin Methylene Blue agar (EMB, Oxoid, UK). The cultures were left for
incubation at 37 °C for 72 hours. The colony morphology of the cultures was evaluated. Their
biochemical tests such as the Catalase test, Oxidase test, and Gram staining were carried out. Vitek 2
Compact (Biomerieux, USA) system was used for the identification of the bacteria and antibiogram test
[10]. Screening of cefoxitin, benzylpenicillin, ampicillin, oxacillin, gentamicin, ciprofloxacin,
levofloxacin, moxifloxacin, inducible clindamycin resistance, erythromycin, clindamycin, quinupristin/
dalfopristin, linezolid, vancomycin, tetracycline, tigecycline, nitrofurantoin, rifampin, trimethoprim/

sulfamethoxazole was used for phenotypically antibiotic susceptibility analysis and evaluation was
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made according to minimal inhibitory concentration (MIC, png/mL) value [11]. The identified bacteria
were stored at -20 °C.

Table 1. Used cosmetic products and their distribution by the duration of use.

Used Cosmetic Duration of Use of Cosmetic Products
Products 3 Months 6 Months 9 Months 12 Months
Hand and Face Cream 18 7 9 3
Sunscreen 21 13 8 4
Toothpaste 9 7 4 2
Hand and Body Lotion 11 14 8 8
Tonics 17 8 4 4
Masks 14 10 6 6
Serums 5 7 9 7
Body Oils 17 12 7 14
Hair Products 8 5 6 3
Lipsticks 21 12 11 9
Mascaras 7 7 8 2
Cleansing Gels 13 11 7 16
Foundations 19 9 6 4
Makeup Pencils 8 6 8 1

Bacterial DNA Extraction and Amplification

Bacterial DNA extraction was performed at the Pharmaceutical Microbiology Laboratory of the
Faculty of Pharmacy, Van Yiiziincii Y1l University. The bacteria stored at -20 °C were thawed at room
temperature. They were inoculated into Trypton Soy Agar (Acumedia, USA) and were incubated at 37
°C for 24 hours. Then, the DNAs of Escherichia coli, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, and S.
aureus strains were obtained using G-SpinTM Total DNA Extraction kit (IntronBio, Korea) protocol.
The bacterial DNA samples were stored at -20 °C.

Bacterial DNA amplification was carried out by taking Sahebnasagh et al. [12] and Poirel et al.
[13] studies as references. 5 puL of template DNA, 200 uM of deoxynucleotide triphosphate (Life
Technologies) each, 1,5 U Tag DNA polymerase (abm, Canada), buffer (20 mMTris-HCL, 50 mM
KCL), and 3 mM MgCL. (Biotools) were adjusted to be a 50 uL of final solution for PCR. The PCR
conditions were arranged to be 2 min at 94 °C, 20 sec at 94 °C (denaturation), 45 sec at 54 °C (annealing),
60 sec at 72 °C (extension), 5 min at 72 °C. Amplicon products were run at Thermo EC300XL2
electrophoresis device at 100 Volts for 1,5 hours on 1,5% agarose gel. Amplicons were visualized using
Bio-Print- ST4 (Vilber Lourmant, France) device. DNA amplification of the isolated and identified

bacteria was performed using the reference primers in Table 2.
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Table 2. Reference oligonucleotide sequences used in the study.

Gene Region Primer Sequence Base Size Reference
mecA F: 5’-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCATA-3’ 310 bp [12]
R: 5’-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3’
blaoxa-as F:5’- GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 438bp [13]
R: 5’- CATCAAGTTCAACCCAACCG -3’
blave F: 5’- GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC-3’ 232bp [13]
R: 5’- GGTTTAATAAAACAACCACC-3’

RESULT AND DISCUSSION

The products may be contaminated when applying by users and especially it may be observed
that unwanted microorganisms may contaminate the products at varying rates [3]. These products, which
are contaminated by the time they are used for the first time, may contain microorganisms that pose
serious risks on public health and cause concern for health such as E. coli, Citrobacter freundii, P.
aeruginosa, and S. aureus. Cosmetic products containing these microorganisms may pose a serious
threat of infection after they are applied especially on the mouth and eye region [4]. In several studies,
it was emphasized that cosmetic products that contained S. aureus and E. coli were important potential
pathogen carriers [15, 16]. Although we are protected from infections, serious infections may occur
because of microorganisms passing through cuts and scratches on the skin along with ineffective
sanitation practices during the use of products. Staphylococcus species are commensal organisms found
on the skin. Especially S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. cohnii, and S.
capitis were isolated from mascaras, eyeliners, and lip glosses [3]. S. capitis is found commonly in the
facial region and plays a role in the contamination of cosmetic products. S. capitis takes part in the
formation of septicemia in premature children and endocarditis infections in individuals in whom
pacemakers are implanted [17, 18]. S. haemolyticus exists in the axilla, perineum, and umbilical region.
The agent, which causes hospital infections, is known to play a serious role especially in urinary tract
infections [19].

In a study conducted in the UK, microbiological contamination rates were analyzed in a total of
467 products including lip glosses (107), mascaras (93), eyeliners (92), lip liners (96), and makeup
sponges (79). It was reported that the analyzed products were contaminated with 48 bacteria. The highest
contamination was reported to be in the makeup sponges. Staphylococcus, Micrococcus, and
Enterobactererales species were found to play an important role in the contamination [3]. It was
observed in some studies that Salmonella, S. aureus, S. epidermidis, E. coli, and P. aeruginosa emerged
from mascaras, eyeliners, and face powders [6, 14]. Lip glosses and lipsticks were found to serve as
important carriers in terms of Escherichia hermannii, S. aureus, Bacillus cereus, and Enterobacter
species [20]. S. epidermidis, Bacillus spp., E. coli, and S. aureus species were found to be the most

common bacteria in the mascara samples. After the identification carried out on lipsticks, S. aureus was
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reported to have a significant role in their contamination. In the eyeshadow and foundation samples,
Streptococcus and Bacillus species were reported to be more common [15]. Jung et al. [21] investigated
the presence of bacterial contamination in lip glosses and lipsticks that were used by 16 dentists. They
revealed contamination in which P. putida, Bacillus spp., Staphylococcus salivarius, Enterococcus
faecalis, and S. aureus were effective. In a study conducted in Turkey, the presence of bacteria that
cause microbiological contamination in cosmetic products (Mouthwash, tooth cleaning powder, and
teeth pad) used for oral and dental health was investigated. Gram-negative bacteria and Coagulase
negative Staphylococci (CNS) agents were reported to play a significant role in the contamination of all
three cosmetic products. In the tooth-cleaning powder, it was revealed that the contamination with E.
coli was more than it was in the other products [22]. In our study, microbiological contamination levels
were investigated in a total of 100 used cosmetic products including 53 lipsticks, 24 mascaras, and 23
makeup pencils. CNS (12 S. epidermidis and 2 S. hominis), 2 S. aureus, and 3 E. coli were isolated from
the cosmetic products. The fact that S. aureus and E. coli strains are associated with serious infections
in the isolated products showed that the risk was significant. It was observed that people should be
careful during the use of products. Regarding the oral health, in consequence of the analysis of bacterial
contamination observed in the 22 used tubes of toothpaste, 9 S. epidermidis, 4 S. hominis, 1 S. aureus,
and 1 K. pneumoniae were isolated. It was observed that users could be exposed to important
microorganisms in tubes of toothpaste.

In a study Lundov and Zachariae [23] conducted between 2005 and 2008, they reported that the
highest strain isolated from 24 different used cosmetic products was P. aeruginosa (%42). In a study
conducted in Iran, it was reported that the highest rate of contamination in 24 used moisturizing creams
and hand and face creams belonged to gram-positive bacilli (54%). The second-most common bacterium
was revealed to be S. aureus (38%). The E. coli incidence in used cosmetic creams was reported to be
13%. The concentration of other gram-negative bacteria in used creams was found to be only 8% [24].
Bacterial contamination in eye and skin cosmetic products used in beauty salons was observed to be
quite high. Regarding the used skin cosmetic products (loose and cream powder), it was observed that
Streptococcus (32%), Pseudomonas (23%), Acinetobacter (19%), Bacillus (11%), Staphylococcus (6%),
and E. coli (4%) were isolated the most. It was reported that Streptococcus (25%), Pseudomonas (24%),
Acinetobacter (10%), Staphylococcus (10%), Bacillus (8%), E. coli (8%), Salmonella (4%), Klebsiella
(4%), and Citrobacter (2%) were isolated the most in the used eye cosmetic products (mascara and
eyeliner) [14]. Janetos et al. [25] reported that they detected 120 bacterial contaminations in their study
on personal care products between 2002 and 2016. They revealed that 120 isolates were Burkholderia
cepacia (n: 65), Enterobacter gergoviae (n: 30), and P. aeruginosa (n: 25), respectively. In another
study, gram-positive bacilli, S. aureus, and gram-negative bacteria (excluding E. coli) were assessed in

used and unused cosmetic creams. Microorganism contamination rates in the unused creams (38%, 25%,
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and 0%, respectively) were determined to be lower when compared with the ones in the used creams
(54%, 38%, and 8%) [26]. In our study, a total of 101 (20.2%) bacteria were isolated from used cosmetic
products (n=500). As a result of the identification conducted at Vitek 2 system, these isolates were
determined to be Staphylococcus epidermidis (n=47, 46.5%), Staphylococcus hominis (n=17, 16.8%),
S. aureus (n=6, 5.9%), E. coli (n=16, 15.8%), K. pneumoniae (n=11, 10.9%), and P. aeruginosa (n=4,
4.1%). The bacteria causing contamination were evaluated in 37 hand and face creams, 36 masks, and
50 body oils. Gram-positive and gram-negative bacteria isolated from these cosmetic products were
determined to be 11 S. epidermidis, 2 S. hominis, 1 S. aureus, 5 E. coli, 3 K. pneumoniae, and 1 P.
aeruginosa, respectively. Bacterial contamination assessment of 47 cleansing gels, 41 hand and body
lotions, 33 tonics, 28 serums, and 22 hair products were carried out and a total of 16 medically important
bacteria were isolated, including 4 S. epidermidis, 7 S. hominis, 1 S. aureus, 2 E. coli, 1 K. pneumoniae,
and 1 P. aeruginosa. Foundation is an important cosmetic product that women use extensively in facial
makeup. In our study, 5 E. coli, 4 K. pneumoniae, and 1 P. aeruginosa were isolated from the foundation
products collected from 38 different individuals. During the first months of use, contamination in the
foundation products were observed to be minimal. However, gram-negative bacterial contamination
began to be more detected from the 3rd month (Table 3).

Skin is a delicate, sensitive, and vulnerable protective organ, which covers the outer part of our
bodies. At the same time, the skin acts as a shield, which protects our bodies against pathogenic bacteria
[27]. 1t is strongly recommended that the skin not be exposed to direct sunlight for a long time and
continuously, and sunscreen be used to prevent wrinkles and skin cancers [27, 28]. Sunscreens are the
most common cosmetic products used to protect the skin effectively. However, sunscreens are not sterile
[29, 30]. It is not possible to see the microorganism loads that these non-sterile products have with the
naked eye. Especially, it was also reported that significant pathogens were playing a role in the
contamination in sunscreens [30, 31]. Haftabaradaran et al. [26] revealed the contamination risk
occurred in a sample of 90 sunscreens in a study. After the isolation carried out six months later, it was
reported that S. aureus strains, P. aeruginosa strains, and coliform bacteria were identified at a rate of
28.8%, 18.8%, and 8.8%, respectively. 46 used sunscreens from different brands were included in this
study. It was observed that gram-positive bacteria activity was more effective in the first three months
and then gram-negative activity increased later. In the first three months, while 11 S. epidermidis, 2 S.
hominis, and 1 S. aureus were isolated out of 21 sunscreens; only 2 K. pneumoniae, 1 P. aeruginosa,
and 1 E. coli were isolated out of the sunscreens that were used for 12 months (Table 3). It was revealed
that as the duration of use of sunscreens increased, the incidence of bacterial density that causes
significant human infections also increased. It was thought that different contamination rates in

sunscreens were affected by user habits, duration of use, and the contamination of the environment.
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Table 3. Distribution of gram-positive and gram-negative bacteria isolated from some used cosmetic
products in different time intervals

Used Date (Month) | S. epidermidis | S. S.aureus | E.coli K. pneumoniae | P. aeruginosa
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In the articles studied around the world, no information on the antibiotic resistance
characteristics of bacteria isolated from used cosmetic products could be reached. In our study, antibiotic
susceptibility test results of the bacteria were evaluated both phenotypically and genotypically.
Antibiotic susceptibility test results of the bacteria obtained from the automated Vitek 2 system were
given in Table 4 and Table 5. S. aureus isolates were found to show the highest antibiotic resistance to
benzylpenicillin and gentamicin.

The phenotypic antibiotic evaluation showed that 1 isolate was MRSA. Vancomycin resistance

was seen in none of the S. aureus isolates. Only one of the S. aureus isolates was revealed to show
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intermediate susceptibility to benzylpenicillin. It was detected that the highest resistance in the S.
epidermidis isolates was to benzylpenicillin and ampicillin antibiotics. None of the CNS isolates were
observed to have resistance to methicillin and vancomycin. The phenotypic evaluation revealed that the
isolates showed intermediate antibiotic resistance to ampicillin, tetracycline, and tigecycline,
respectively. S. hominis isolates were found to show the highest antibiotic resistance to gentamicin and
benzylpenicillin. None of the isolates were found to show resistance to methicillin and vancomycin. It
was revealed that the S. hominis isolates showed the highest intermediate antibiotic resistance to
trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT). E. coli isolates were found to show the highest antibiotic

resistance to SXT, ampicillin, and gentamicin antibiotics phenotypically.

Table 4. Antibiotic resistance characteristics of gram-positive bacteria isolated from used cosmetic

products.

S. aureus (n=6) S. epidermidis (n=47) S. hominis (n=17)
Antibiotics (MIC, pg/mL) R | S R | S R | S
Cefoxitin Screening 1 - 5 - - 47 - - 17
Benzylpenicillin 3 1 2 26 - 21 12 - 5
Ampicillin 2 - 4 17 3 27 3 - 14
Oxacillin 1 - 5 - - 47 - - 17
Gentamicin 3 - 3 5 - 42 13 1 3
Ciprofloxacin 2 - 4 1 - 46 7 - 10
Levofloxacin 1 - 5 9 - 38 1 - 16
Moxifloxacin 1 - 5 1 - 46 - - 17
Inducible Clindamycin Resistance 1 - 5 - - 47 - - 17
Erythromycin 1 - 5 5 - 42 8 - 9
Clindamycin 1 - 5 - - 47 - - 17
Q/D* 2 - 4 1 - 46 2 - 15
Linezolid - - 6 2 - 45 1 - 16
Vancomycin - - 6 - - 47 - - 17
Tetracycline 1 - 5 17 2 28 6 - 11
Tigecycline 2 - 4 3 1 44 1 - 16
Nitrofurantoin - - 6 7 - 40 - - 17
Rifampin - - 6 11 - 36 - - 17
SXT* - - 6 15 - 31 3 3 11

* Q/D: Quinupristin/ Dalfopristin; SXT: Trimethoprim/ Sulfamethoxazole; R: Resistant; I: Intermediate Susceptible; S:
Susceptible; MIC: Minimal Inhibitory Concentration (pug/mL).

It was revealed that 2 E. coli isolates showed extended-spectrum B-lactamase resistance. 1 E.
coli strain was found to have carbapenem resistance. As a result of the phenotypic evaluation, it was
identified that K. pneumoniae isolates developed the highest resistance to SXT. 5 K. pneumoniae isolates
were found to have extended-spectrum B-lactamase resistance. Carbapenem resistance was detected in

1 K. pneumoniae strain. It was revealed that the highest resistance in P. aeruginosa isolates was to SXT.
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Table 5. Antibiotic resistance characteristics of gram-negative bacteria isolated from used cosmetic

products.
E. coli (n=16) K. pneumoniae (n=11) P. aeruginosa (n=4)

Antibiotics

(MIC, pg/mL) R | S R | S R | S
Ampicillin 5 - 11 5 - 6 - - 4
AMC* 3 - 13 5 - 6 - - 4
P/T* 3 - 13 3 - 8 - - 4
Cefazolin 2 - 14 5 - 6 - - 4
Cefuroxime 2 - 14 5 - 6 - - 4
Cefuroxime Axetil 2 - 14 5 - 6 - - 4
Cefoxitin 1 - 15 2 - 9 - - 4
Ceftazidime 2 - 13 5 - 6 - - 4
Ceftriaxone 3 - 13 5 - 6 1 - 3
Cefepime 1 - 15 1 - 10 1 - 3
Ertapenem 1 - 16 1 - 10 1 - 3
Imipenem 1 - 16 1 - 10 1 - 3
Meropenem - - 16 1 - 10 1 - 3
Amikacin 2 - 14 - - 11 - - 4
Gentamicin 5 - 11 - - 11 - - 4
Ciprofloxacin 3 - 13 5 - 6 1 - 3
Levofloxacin 1 - 15 5 - 6 - - 4
Tigecycline 1 - 15 - 3 8 - - 4
Colistin - - 16 - - 11 - - 4
SXT* 8 - 8 7 - 4 2 - 2

* AMC: Amoxicillin/ Clavulanic Acid; P/T: Piperacillin/ Tazobactam; SXT: Trimethoprim/ Sulfamethoxazole; R: Resistant;
I: Intermediate Susceptible; S: Susceptible; MIC: Minimal Inhibitory Concentration (pg/mL).

Only one of the P. aeruginosa strains was found to show carbapenem resistance. It was revealed
that extended-spectrum B-lactamase resistance existed in none of the P. aeruginosa isolates. It was
concluded that revealing antibiotic resistance profiles of bacteria isolated from cosmetic products may
play an important role in eliminating the risk that may occur on human health.

It was found that the resistance genes of the bacteria isolated after microbiological
contamination assessment in used cosmetic products had not been analyzed. The literature was reviewed
regarding our region and it was observed that no detailed information on the antibiotic resistance of
bacteria isolated from cosmetic products and the analysis of carried gene regions was presented. Only 1
MRSA isolate was isolated in gram-positive bacteria. The analysis of MRSA isolate performed by PCR
revealed that it was a mecA gene carrier. It was analyzed in terms of blaoxa-4s and blaive genes of gram-
negative bacteria. 3 K. pneumoniae isolates were found to carry the blaoxa-s gene (Fig. 1). None of the
isolated gram-negative bacteria was found to carry the blae gene. It was observed that the bacteria
carrying important antibiotic genes could contaminate the cosmetic products that are used. It was
determined that the use of contaminated cosmetic products can form a significant potential threat to

public health for the emergence of flora bacteria with a resistance gene.
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Figure 1. M: 100 bp marker; 1: mecA gene positive S. aureus; 2,3,4,: blaoxa-ss genes

positive K. pneumoniae isolates; 5. Negative kontrol; 6: Positive control of MRSA,

7: Positive control of blaoxa-4¢ positive K. pneumoniae.

In conclusion, this study revealed that the bacterial profile in contaminated used cosmetic
products might vary by personal features and conditions, duration of use, and environmental factors. It
was observed that the risk that the bacteria isolated from used cosmetic products could cause significant
community-acquired infections. It was found that the antibiotic resistance profiles of the bacterial agents
isolated from personal care products varied and they were resistant to methicillin, carbapenem, and
extended-spectrum B-lactamase, which could be difficult to treat. For this reason, it is concluded that
paying no attention to personal hygiene, duration of use, the environment of the cosmetic product, and

using products that do not belong to you may cause serious infections.
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Amac: Infantil kolik, aile ve hekim icin olduk¢a kaygi verici 4 ayliktan kiiiik bebeklerde sik olarak acile
basvuru nedeni olan ve etiyolojisi net bilinmeyen aglama krizleridir. Yogun aglama krizleri sirasinda ¢aresiz
kalan aileler, cevredekilerin de etkisi ile farkli tedavi yontemleri arama egilimindedirler. 28 yasindaki annenin
1. gebeliginden normal spontan vaginal yol ile 39 gebelik haftasinda dogan iki aylik erkek bebegin, son 24
saattir uyandirilamamast sikayeti, acil servise basvuru nedenidir. Acil servise basvuru oOykiisiinde ailenin,
bebegin yogun aglama nébetleri nedeniyle eczaneden alinan farkll farmakolojik iiriinleri ardi ardina denedigi,
ancak bebegin sikayetlerinin devam etmesi nedeniyle, ¢cevredekilerinin de onerisi ile “elma yagi” adi ile satin
aldiklar ve igerigini bilmedikleri bir iiriinii bebegin gobek bélgesine masaj yoluyla uygulandigi ve sonrasinda
bebegin aglamalarinmin azaldigi ve uykuya meyilli oldugu bilgisi yer almistir. Hastanedeki tedavi sirasinda
bebegin sadece uyarilinca uyandiginin belirlenmesi sonucu aileden kullandiklar iiriin istenmigtir.

Gerec ve Yontem: Piyasadan satin alinan ve bebege masaj yoluyla uygulanan “elma yagi” adi ile satisa
sunulmus tiriintin, GC-FID ve GC/MS yontemleri ile icerik analizi yapiimistir. Ugucu bilesiklerin teshisi i¢cin
cesitli bilimsel veri kiitiiphaneleri kullanilmistir.
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Sonug ve Tartisma: Bu ¢alisma, son yillarda dogala yonelme kavraminin bilingsiz ellerde geri dontisiimii
olmayacak kadar olumsuz sonuglara neden olabilecegini gostermekte ve ayni zamanda ilaglar ve tibbi dogal
tiriinler alaninda yetkin olan eczacilik mesleginin onemini goz éniine sermektedir.

Anahtar Kelimeler: Elma yagi, gaz kromatografisi, infantil kolik, izoamil asetat, Salvia fruticosa

ABSTRACT

Objective: Infantile colic is crying crises that a cause of frequently emergency application in infants
younger than 4 months and whose aetiology is unknown. Families who are desperate during intense crying
crises tend to seek different treatment methods with the influence of those around. The complaint of not waking
up for the last 24 hours of a two-month-old male baby born at 39 weeks of gestation with normal spontaneous
vaginal delivery from the first pregnancy of a 28-year-old mother is the reason for admitting to the emergency
department. In the history of applying to the emergency department, the family tried different pharmacological
products purchased from the pharmacy one after another due to the intense crying attacks of the baby, but the
complaints of the baby continued, the family bought a product called "apple oil" and applied the product that
they did not know the content to the baby by massaging the oil to the umblicus area with the suggestion of the
people around. It was reported that the baby's cries were reduced and he was susceptible to sleep. As a result
of the detection that the baby woke only when stimulated during the hospital treatment, the product they used
was requested from the family.

Material and Method: The content analysis of the product, which was bought from the market and put up
for sale under the name of "apple oil" applied to the baby by massaging, was performed using GC-FID and
GC/MS methods. Various scientific data libraries have been used to identify volatile compounds.

Result and Discussion: This study shows that the concept of turning to nature in recent years can cause
irreversible negative consequences in unconscious hands.and also highlights the importance of the pharmacy
profession, which is highly competent in the field of medicines and medicinal natural products.

Keywords: Apple oil, gas chromatography, infantile colic, izoamyl acetate, Salvia fruticosa

GIRIS

Tamamlayict tip, modern tibba yardimci olarak kullanilan tedavi yontemlerini tanimlarken;
alternatif tip, modern tibbin yerini alan tedavi yontemlerini icermektedir. Bu iki terim birlikte
tamamlayic1 ve alternatif tip bashigi altinda kullanilmaktadir [1]. Geleneksel ve tamamlayici tip
uygulamalarinin kékeni yaklasik 5000 yillik gecmise sahip olan Geleneksel Cin Tibb1 (GCT) ve
Geleneksel Hint Tibb1 (Ayur-veda)’na dayanmaktadir. Eski ¢aglarda geleneksel iyilestiriciler ve
samanlarin gorev yaptigi toplumlarda, bitkisel tedavilerin kullanimi tibbin bir parcasi olarak karsimiza
¢ikmaktadir. 1998 yilinda Birlesik Devletlerde Ulusal Saglik Enstitiisiine (NIH) baghh Ulusal
Tamamlayici ve Alternatif Tip Merkezi (NCCAM) kurulmustur. Bu merkezin amaci, tamamlayici ve
alternatif tip (CAM) uygulamalarinin giivenilirlik ve etkinligini incelemek, etkinligi bilimsel olarak
kanitlanmis uygulamalarin geleneksel tedavilere katilimini saglamaktir. Geleneksel ve tamamlayici tip
uygulamalarinin ¢ocuklarda kullanimu siklikla goriillmektedir. Yurt disinda yapilan ¢alisma sonuglarina
gbre, hastaneye yatirilmis ¢ocuklarin yani sira ayaktan tedavi alan ¢ocuklarda da geleneksel ve
tamamlayici tip uygulamalarinin kullanimi % 1.8 ile % 84 arasinda degismektedir [2-5]. Avrupa
iilkelerinde yapilan calismalar1 derleyen bir makalede, ¢ocuklarda, bir yil i¢inde geleneksel ve
tamamlayici tip uygulamalarmin uygulanma oran1 % 56 olarak saptanmustir [6]. Ulkemizde, yapilan
calismalarda ise, ¢ocuklarda geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalarinin uygulanma oranlar1 % 56,5

ile % 87 arasinda degismektedir [7-11]. Cocuklarn tedavisinde geleneksel ve tamamlayict tip
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uygulamalarinin kullanimmin yayginlasmasi ile birlikte bu tiir tedavilere bagh yan etkilerin goriilme
oraninda da artis olmustur [12]. Diinya Saglik Orgiitii’niin 1968-1997 yillar1 arasinda 55 iilke {izerinde
yaptig1 bir c¢alismada, bitkisel tedaviye bagli binlerce yan etki ve 100’lin iizerinde Oliim vakasi
bildirilmistir [13-16].

Olguda, yogun aglama krizlerini gidermek i¢in iki aylik erkek bebege masaj yolu ile uygulanilan
maddenin “elma yag1” ad1 ile satin alindig1 6grenilmistir. Bu nedenle 6ncelikli olarak kullanilan {irliniin
bitkisel kokenli oldugu diisiiniilmiistiir. Yore halki, bitkinin yapraklarinda ve dallarinda biiyliyen
mazilarin (Sage apple galls) kiiciik elmalara benzemesi nedeniyle adagay1 yagina “elma yag1” adim
verir. Elma yag tilkemizde, Tiirk adagay1 (Anadolu adagayt, ii¢ loblu) adi ile taninan Salvia fruticosa
Mill. (Sin. Salvia triloba L.f.; Lamiaceae, Ballibabagiller)’nin yaprakli dallarindan buhar distilasyonu
ile elde edilen ugucu yag olarak bilinir [17,18]. S. fruticosa tibbi degeri nedeniyle Tiirk Farmakopesi
2017 ve Avrupa Farmakopesi’nde kayitli olan bir bitkidir [18,19]. Arkeolojik verilere gore adagayinin,
Knossos, Frecoes Evi'ndeki "mavi kus freskinde" resmedilmis olmasi nedeniyle muhtemelen MO
1400’1erden beri kullanildig1 diisiiniilmektedir [20]. Baz1 Salvia tiirleri (Salvia officinalis L., S. fruticosa,
S. lavandulaefolia Vahl., S. verbenaca L. ve S. sclarea L.) sifali bitkiler pazarinda 6nemli ticari degere
sahiptir. S. tomentosa Miller, gelisme potansiyeli olan baska bir Salvia tiirtidiir. S. officinalis bir¢ok
tilkede, S. sclarea ise Avrupa ve Kuzey Amerika'da yetistirilirken, S. fruticosa yagi, yabani bitkilerden
ve kiiltiire alinmug bitkilerden elde edilir. Cogu Salvia tiirii (% 69), ugucu yag agisindan orta derecede
zengindir (% 0.1-1.0). Ticari tiirlerden olusan dokuz takson (% 14) >% 1 ugucu yag igermektedir.
Tiirkiye Salvia tiirleri Baser (2002) tarafindan ugucu yaglarinin ana bilesenlerine gore siniflandirilmustir.
Ticari Salvia tiirleri CiCa (1,8-sineol / kafur) grubu, S. fruticosa; pinen (o/f) grubu, S. tomentosa; tuyon
(a/B) grubu, S. officinalis ve S. pomifera (sinonim S. calycina) gibi gruplara ayrilmstir [21].

Adacay1 yagi iiretiminin ve ihracatinin gergek durumu (6zellikle Akdeniz iilkelerinde) Baser
tarafindan incelenmis ve yayilanmistir. Tirkiye'de yilda yaklasik 500 kg S. triloba (S. fruticosa) yaprak
yag1 iretilmektedir. 1996 yilinda degeri 1,5 milyon ABD Dolarinin tizerinde 600 ton adagay1 yapragi
ihrag edilmistir. Adagay1 yagi, Tirkiye'nin Manisa ve Alanya illerinde bulunan S. fruticosa'dan (yabani)
iretilmektedir [22].

Etnofarmakolojik arastirmalar Salvia fruticosa'nin halk arasinda genis bir kullaniminin
oldugunu ortaya koymustur. Ishal [23], soguk alginligi ve karmn agrisi [24], antiseptik, dispepsi,
bademcik iltihab1 [25,26] baslica kullanim alanlaridir. S. fruticosa'dan elde edilen ugucu yaglarin ve
ekstrelerin farmakolojik 0Ozellikleri kapsaminda, antienflamatuvar [27], antioksidan [28,29],
antimikrobiyal [30], antifungal [31], antikanser [32], antiasetilkolinesteraz [33], antilipaz [34] etkilere
sahip oldugu belirlenmistir.

Adagay1 ugucu bilesenlerinin kimyasal yapilar tizerinde pekgok ¢alisma yapilmistir. Tiirkiye’de

ti¢ farkli lokaliteden toplanan (Mugla-Torba, Marmaris-Bayir koyii, Tekirdag/Gazikoy-Sarkdy) adagay1
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mazis1 (elma yagi) ugucu yaglarinin kimyasal bilesimi incelenmistir. U¢ numunede, Baser tarafindan
[21] CiCa grubu olarak belirlenen S. fruticosa’nin ugucu yaginin ana bilesenleri olan 1,8-sineol (%1.7 -
%13.1) ve kafur oranlarinda (% 3.2 den % 21.3) biiyiik farkliliklar tespit edilmistir. Seskiterpen grubu
[-karyofillen (% 7.9) ve viridiflorol (% 8.6) ile temsil edilmistir. Bununla birlikte, calisilan elma yaglar
o6nemli miktarda diterpen manool ile de karakterize (% 5.2-17.2) edilmistir [35]. Yukarida bahsedilen
bilgiler 1s18inda Salvia kaynakli elma yaginin ¢ok spesifik bir kimyasal igerige sahip oldugu
anlasilmaktadir. Gilinlimiizde, piyasada elma yagi adiyla gesitli iriinler satilmaktadir. Ancak, bu
tirtinlerin ¢ogu Salvia tiirlerinden distile edilerek elde edilen “elma yag1” degildir. Bunun yani sira, bu
tirtinlerin higbirinin gergek elma (Malus domestica Borkh.; Rosaceae, Giilgiller) ile de iliskisi
bulunmamaktadir, ¢iinkii elma meyvesinden ugucu yag elde edilmemektedir. Buna ragmen elmaya
benzetmek igin tiriinlerin gogu elma esanst ile kokulandirilmakta ve ¢esitli amagla kullanilmaktadir.

Daha 6nce elma yag1 adiyla satin alinmus {irtinlerin kullanilmas1 sonucunda degisik zamanlarda
meydana gelen vakalar rapor edilmistir [36,37]. Ancak, bu vakalarda bitki ad1 verilmis olsa da yagin
elde edildigi dogru kaynak ve yagin kimyasal bilesimi hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir.

Yirmi sekiz yasindaki annenin 1. gebeliginden normal spontan vaginal yol ile 39 gebelik
haftasinda dogan iki aylik erkek bebegin, son 24 saattir uyandirilamama sikayeti ile ailesi refakatinde
acil servise bagvurusu yapilmistir. Oykiisiinden ailesinin bebegin yogun aglama ndbetleri olmasi
nedeniyle eczaneden aldiklar1 farkli farmakolojik tiriinleri ardi ardina denedikleri, ancak yine de bebegin
yag1” adi ile satin aldiklar1 ve igerigini bilmedikleri bir iirlinii, gébek bolgesine (umblikus) masaj
yaparak uyguladiktan sonra bebegin aglamalarinin azaldig1 bilgisine ulasilmistir. Ailenin ve bebegin
soy gecmisinde olumsuz bir 6zellik belirlenmemistir. Bebegin fizik muayenesinde uykuya meyilli
oldugu ve sadece uyarilinca uyandigr goriilmiistiir. Umblikus ¢evresinde hiperemi tespit edilmistir.
Diger sistem muayenelerinde herhangi bir 6zellik belirlenmemistir. Goriintiileme yontemlerinde patoloji
saptanmamis, laboratuvar tahlillerinde kan gazinda hafif laktik asit yiiksekligi disinda belirgin bir
anomali tespit edilmemistir. Hastanede viicudu yikanarak sivi tedavisi verilen bebek, yatiginin 48.
saatinde komplikasyonsuz aktif canli bir sekilde ayaktan kontrole gelmek {izere taburcu edilmistir.

Bu calismada, piyasadan satin almarak iki aylik erkek bebegin gobek (umblicus) bdlgesine
masaj yoluyla uygulanan bitkisel igerikli oldugu diisiiniilen yag, Gaz Kromatografisi ve Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi ile incelenmis ve yapilan analiz sonuglart bilimsel veriler

dogrultusunda irdelenmistir.

GEREC VE YONTEM

Aragtirma konusu olan numune, “elma yag1” adi ile Burdur Merkez’den satin alinmistir (Sekil
1).
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Sekil 1. Elma yag1 ad1 ile piyasadan satin alinan {iriin.

Gaz-Kromatografisi ve Gaz-Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-FID ve GC/MS) Analizi
Ugucu bilesen kimyasal yapist GC-FID ve GC/MS yontemleriyle aydinlatildi. Her iki analiz
icin de HP-Innowax FSC kolonu (60 m x 0.25 um, 0.25 pm film kalinligi, Agilent, Walt & Jennings
Scientific, Wilmington, DE, USA) ve tastyici gaz olarak helyum gazi kullanildi. Firm 60 °C’de 10
dakika kaldiktan sonra 220 °C’ye dakikada 4 °C ile ¢ikip, 220 °C’de 10 dakika kalip, 240 °C’ye dakikada
1 °C ile ¢ikmak iizere programlandi. Split oran140:1 olarak se¢ildi. Alev iyonlasma detektorii ve enjektor
250 °C’de tutuldu. Kiitle spektrumu 70 eV, kiitle menzili 35-450 m/z segildi. Maddelerin
tanimlanmasinda tutunma zamanlari ve kiitle spektrumlar1 standartlara ve literatiir bilgilerine paralel

olarak degerlendirildi.

Ucucu Bilesiklerin Teshisi

Ugucu bilesiklerin teshisi i¢cin Wiley GC/MS Library (Wiley, New York, NY, USA),
MassFinder software 4.0 (Dr. Hochmuth Scientific Consulting, Hamburg), Adams Library, NIST
Library ve Bager Library of Essential Oil Constituents kaynak olarak kullanildi. Madde miktarlarin

belirlenmesinde alev iyonlagsma dedektoriinden (FID) elde edilen piklerin yiizde alanlar1 kullanilda.

SONUC VE TARTISMA

Tibbi tedavide hastaya bir tedavi ya da girisim planlandiginda tedavi/girisimin yarar1 kadar
zararlar1 da goz oniine alinmaktadir. Bununla birlikte geleneksel ve tamamlayici tedavilerde yarar-zarar
degerlendirmesi bu alanda yapilan ¢aligmalarin kisith, bilginin eksik olmasi nedeni ile zordur [12].

Cocuklarda ilag ve kimyasal maddelerin emilimi, yikimi, metabolizmas1 ve atilimi yetiskinlerden
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farklidir. Bu gruptakilerin, karaciger ve bobrek fonksiyonlar1 fizyolojik olarak immatiir oldugu i¢in ilag
ya da kimyasal maddelerden etkilenme olasiligi da erigkinlere gore daha fazladir. Bu nedenle ¢ocuklarda
yan etkiler daha siddetli ve liimciil olabilir. Geleneksel ve tamamlayici tedavilere bagli goriilen yan
etkiler, dogrudan ve dolayli olmak tizere ikiye ayrilir. Dogrudan etkileri kullanilan tedavi sekline gore
degismektedir. Ornegin en gok bitkisel terapilere bagli yan etkiler goriilmektedir. Bitkisel iiriinlerin
giivenligi; icerdigi kimyasal maddelerin karigimi, igerigin diger bitki ve ilaglar ile etkilesim diizeyi,
bitkinin hazirlanmasi esnasindaki kontaminasyonu, igine yabanci cisim karigimi ve toksisite diizeyi ile
iligkilidir. Bitkisel triinlerde, bitkinin aktif bilesenleri ve metabolitleri, farmakokinetik 6zellikleri,
toksikolojisi ve antidotu, yan etkilerinin goriiliis siklig1, diger bitki veya ilaglar ile etkilesimi, 6zel hasta
gruplarinda kullanimi1 konusunda bilgi eksiklikleri vardir. Bu nedenle de yan etkilere sik rastlanir.
Bitkisel tedavide duyarlilik (sensitivite), organ toksisitesi ve farmakolojik ilaglar ile etkilesim gibi yan
etkiler siklikla goriilmektedir [38]. Geleneksel ve tamamlayici tedavi uygulamalarinin tibbi tedaviyi
geciktirme, tibbi tedaviyi birakma ya da reddetme, gereksiz harcamalar, basarisizlik ve sucluluk
duygusu gibi dolayli yan etkileri de vardir [39]. Geleneksel ve tamamlayici tedavilerin ¢ogu anne-
babalar tarafindan baglatilmaktadir. Caligsmalarda ebeveynlerin en az % 50’sinin geleneksel ve
tamamlayici tedavi kullandiklarini ¢gocuklarinin doktor ve hemsiresinden sakladiklar1 belirlenmistir [40-

43].

Sg e A<Ol-Hmanyaeg B D HOOLACh

8,9
A00000, 1

2 4
=00 AA A | L 1 MJ [T

L e . et s s s s B s e
1000 1500 200 200 icolen) =00 AC

=

Sekil 2. Elma yag1 ad1 ile satis1 yapilan iiriiniin Gaz Kromatografisi ile elde edilen kromatogramu.

Numune, piyasadan el yazis1 ile “elma” yazili etiket bilgisine sahip, kendinden plastik
damlalikli, seffaf cam sise i¢inde, Burdur ilinden satin alinmistir. Uriiniin organoleptik kontroliinde,
karakteristik yesil elma kokusunda, ince yag kivaminda ve renksiz oldugu tespit edilmistir (Sekil 1).

Buna ragmen Salvia fruticosa’dan elde edilen ugucu yag: soluk sar1 renkte, otsu, keskin ve baharatl
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kokuda ve ince kivamda bir yagdir [44]. Piyasadan satin alinarak 2 aylik bebekte uygulanan yagin
organoleptik o6zellikleri, Salvia fruticosa’dan elde edilen yagmn organoleptik Ozellikleri ile
uyusmamaktadir.

Ailenin 2 aylik erkek bebekte infantil kolik i¢in kullandig iiriin lizerinde gerceklestirilen GC-
FID ve GC/MS analizinde lriiniin, bitkisel bir isim tasimasina ragmen tamamen sentetik igerikli

maddelerden olustugu tespit edilmistir (Sekil 2; Tablo 1).

Tablo 1. Elma yagi adi ile satis1 yapilan tiriiniin belirlenen kimyasal bilegimi.

No | RTI” Bilesik %
1 942 2,4-Dimetil-1,3-dioksolan (isomerler karigimi) 1,4
2 | 1045 Etil butirat 3,5
3 | 1136 Izoamil asetat 23,5
4 1232 (E)-2-Hekzenal 0,8
5 1282 Hekzil asetat 2,7
6 1391 (2)-3-Hekzenol 1,2
7 1432 (E)-4-Metil-2-(pent-1-enil)-1,3-dioksolan 0,4
8 1450 2-Hekzenal propilen glikol asetal 2 59
9 1462 2-Hekzenal propilen glikol asetal 2 izomer 4,5
10 | 1475 2-Propenil butanoat (= Allyl heptanoat) 48,7
11 | 1574 Mentil asetat 1,9
12 | 1596 1,2-Propanediol 2,5
13 | 1626 Etil 2,4-dimetil-1,3-dioksolan-2-asetat 0,4
14 | 1639 Etil 2-(2,4-dimetildioksolan) asetat (= Fraistone) 0,9
15 | 1648 3-Metilbutoksi-2-propenil asetat 1,2
Toplam 99,5

* RTI: Relatif Tutunma Indisi; % bilesiklerin bagil bolluk degerleri GC-FID integrasyon tizerinden belirlenmistir.

Geleneksel ve tamamlayici tedavi yontemleri, siklikla dogal olmalari nedeniyle giivenli tedavi
yontemleri olarak bilindikleri ve pazarlandiklari igin yan etkileri ve zararl etkileri olabilecegi goz ardi
edilmektedir. Oysa basta tedavide gecikme, hepatotoksisite, bulanti, kusma, bas agrisi, dermatit, uyku
bozukluklar1 olmak {izere bildirilen pek ¢ok yan etkileri bilinmektedir [45,46].

Tamamen dogal oldugu diisiiniilen ve bu sekilde alinip 2 aylik erkek bebegin gobek bolgesine
masaj yoluyla uygulanan iiriiniin, GC-FID ve GC/MS ile yapilan kimyasal analizi sonucunda bitkisel

bir kaynaktan elde edilmedigi tespit edilmistir. GC-FID ve GC/MS incelemesi ile tamamen kimyasal
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igerige sahip oldugu belirlenen iiriinde % 48,7 oraninda bulunan 2-propenil butanoat (= allyl heptanoat),
Avrupa Parlamentosu ve Konsey Tiiziigii (EC) (No 2232/96) tarafindan gida tatlandiricisi olarak kabul
edilen kimyasal bilesiklerden birisidir [47,48]. izoamil asetat, asetik asit ve izoamil alkolden iiretilen
ticari agidan dnemli bir ¢oziiclidiir ve geleneksel olarak muz aromasi vermek i¢in kullanilir. Bu bilesik
dogal olarak muzda bulunur, ancak ayni1 zamanda bir fermantasyon yan iriinii olarak da bulunabilir.
[zoamil asetat ayrica bal arilarmin ignesinden de salgilanir ve diger arilar1 gekmeye ve saldirmaya tegvik
etme Ozelliginde bir kimyasal bilesiktir. S6z konusu “elma yag1” adi altinda kullanilan {iriniin
bilesiminde varlig1 tespit edilen ikinci 6nemli ana kimyasal madde olan izoamil asetat1 solumak burnu,
bogaz1 ve akcigerleri tahris edebilir. Yiiksek konsantrasyonlarda izoamil asetata maruz kalmak bag
agrisi, uyusukluk, bag donmesi, yorgunluk ve bayilmaya neden olabilir. Uzun siireli veya tekrarlanan
temas, cildin kurumasina ve catlamasina neden olabilir [49]. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi'ne (CDC) gore [50], izoamil asetat solundugunda mukozal yilizeyleri tahris edebilir ve 50-400
ppm'nin lizerindeki konsantrasyonlarda cilt hasarina ve 1000 ppm’in [51] {izerindeki konsantrasyonlarda
ise yorgunluk, solunum tahrisi ve dispneye neden olabilir.

“Elma yag1” ad1 ile piyasadan satin alinip 2 aylik erkek bebege masaj yoluyla uygulanan ve
kimyasal icerik ¢alismasi sonucunda bitkisel bir bilesime sahip olmadig1 tespit edilen iiriiniin, piyasada
satisa sunulmus olmasi aslinda bitkisel tirlinlerin suistimale acik bir konu oldugunu gostermistir. Tedavi
amaciyla kullanilacak bitkisel triinlerin kalite, etkinlik ve giivenlik agisindan ilag niteliginde oldugu
bilinmeli ve bu dogrultuda degerlendirilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle tibbi bitkisel triinlerin
kaynag belli olmayan materyalden, olumsuz ortam ve kosullarda elde edilmeleri kalite, etkinlik ve
giivenlik agisindan siiphe tagimaktadir. Satin alinan iiriin ilag¢ niteliginde degildir ve ilag ciddiyetinden
uzaktir (Sekil 1). Bitmis, etiketlenmig son iiriin niteliginden yoksundur. Etiket tizerinde iiriin ad1 el yazisi
ile yazilmig ve bagka hicbir bilgiye yer verilmemistir. Tedavi amaciyla kullanilacak tibbi bitkisel iiriin
ya da iriinlerin mutlaka standardizasyonunun yapilmig olmasi bu standardizasyonun da botanik
kaynaktan baslamas1 gerektigi unutulmamalidir. Ila¢ niteligi tasiyan biitiin dogal ve kimyasal
maddelerin standardizasyonunu saglamak i¢in yasal degeri olan Farmakopeler yayilanmaktadir. Bahsi
gecen “elma yagi” adi ile satin alinan {iriin hi¢bir sekilde farmakope standartina uygun degildir [18, 19].
Calisma, daha 6nce yaptigimiz caligmalarda da degisik boyutlarini gostermeye galistigimiz gibi [52, 53,
54], saghg siirdiirmek ve tedavi etmek igin kullanilan bu tip eczane disinda halka sunulan {riinlerin,
mutlaka yasal takiplerinin yapilmasi gerekliligini ortaya koymasi agisindan dnemlidir. Bitkisel oldugu
disiiniilerek kullanilan ve olumsuz sonuglara neden olabilecek eczane disinda satisi yapilan {riinler,
ilgili kurumlar tarafindan daha dikkatle denetlenmeli ve 6zellikle 2 yas alt1 cocuklarda bu tip tiriinlerin
kullanilmasindan kaginilmalidir.

Infantil kolik tedavisinde dncelikle nonfarmakolojik tedavide, aile destegi ve kullamlacak iiriin

glivenilirliginin iyi yapilandirilmas: 6nemlidir. Aksi takdirde aileler ¢are arayisina girip ciddi ve hayati
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Oonemi olabilecek sonuclart olan durumlar ile karsilasabileceklerdir. Uyandirilamama sikayeti ile
basvuran bebeklerde son yillarda giderek artan oranda igerigi tam olarak bilinmeyen iiriinlerin kullanima,
ilk bagvuruda alinacak Oykiide ayrintili sorgulanmalidir. Bu konuda o6zellikle 2 yasindan kiigiik
cocuklarda hekim ve ailenin dikkatli olmas1 6nerilmektedir. Saglik profesyonellerinin infantil koligi
olan bebege sahip aileleri, i¢erigi bilinmeyen tiriinleri kullanmamalar1 konusunda uyarmalar1 ve bitkisel
tedavi konusunda bilgi birikimine sahip olmalar1 olduk¢a 6nemlidir. Bu galisma, tibbi bitkilerle
yapilacak tedavinin bilingsiz ellere birakilmayacak kadar degerli ve énemli bir konu oldugunu ortaya

cikarmasi agisindan bilimsel degere sahiptir.
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with L-cysteine using Michael addition reaction and characterized by *HNMR, FTIR, ESI-LC/MS and elemental
analysis. Microdilution method and resazurin microtiter assay were used to determine antimicrobial activities.

Result and Discussion: Comparing the activities of the synthesized compounds, lla, I1d and lle were found
to have significant activity, with a MIC value of 1.95 ug/mi, against Mycobacterium tuberculosis H37Rv strain.
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All synthesized novel compounds displayed moderate activity against tested bacterial and fungi strains. Among
the synthesized compounds, I1b exhibited the best antibacterial and antifungal activity, with MIC values of
31.25,31.25 and 15.6 ug/ml, against B. subtilis, E. faecium and C. albicans, respectively. It was clear that some
of the synthesized compounds exhibited antimycobacterial activity which could be a very good candidate for
clinical uses.

Keywords: dntibacterial activity, antifungal activity, antimycobacterial activity, f-methyl-g-nitrostyrene,
Michael type addition
0z

Amag: Coklu ilaca direncli patojenik bakteri, mantar ve Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonlar: diinya
capinda giderek yayginlasmaya devam etmektedir. Organik kimyada, tiya-Michael tipi katim ayrica biyoaktif
bilesiklerin  sentezinde  émemli  bir  reaksiyondur.  Bu  ¢aliymada,  2-amino-3-[(2-nitro-1-
fenilpropil)tivo]propanoik asit Michael tip yeni katum tirtinlerinin (Ila-11g) sentezi ve antibakteriyel, antifungal
ve antitiiberkiiler aktivitelerinin arastirilmast amag¢lanmistir.

Gere¢ ve Yontem: L-sistein ile p-metil-g-nitrostirenlerdenin (la-Ig) Michael katim reaksiyonu
kullanmilarak Ila-1lg tiirevieri sentezlenmis ve yapilari 'HNMR, FTIR, ESI-LC/MS ve elemental analiz ile
karakterize edilmigtir. Mikrodiliisyon yontemi ve resazurin mikrotitre deneyi antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde kullaniimistir.

Sonug ve Tartisma: Sentezlenen bilesiklerin aktiviteleri karsilastirildiginda, 1la, I1d ve Ile Mycobacterium
tuberculosis H37Rv susuna karsi, 1.95 ug/ml’lik MIC degeri ile dikkat c¢ekici aktiviteye sahip olarak
bulunmugtur. Yeni sentezlenen bilesiklerin hepsi test edilen bakteri ve mantar suslarina karst orta derecede
aktivite gostermislerdir. Sentezlenen bilesikler arasinda, IIb, B. subtilis, E. faecium ve C. albicans'a karsi
swrasyla 31.25, 31.25 ve 15.6 ug/ml MIC degerleri ile en iyi antibakteryel ve antifungal aktivite sergilemistir
Sentezlenen bazi bilesikler gosterdikleri antimikobakteriyel aktiviteden dolayt klinik kullanim icin iyi bir aday
olacaklarr agiktir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel aktivite, antifungal aktivite, antimikobakteriyel etki, A-metil-5-
nitrostiren, Michael tip katilim

INTRODUCTION

The course from drug development to the clinical use of antimicrobials might be one of the
substantial successes in the modern history of medicine [1, 2]. Despite all the crucial outcomes of
antimicrobials in maintaining lives against infections, over the years their treatment has slightly started
becoming ineffective due to the development of resistance in these pathogens [3]. Furthermore,
antitubercular drugs have been reduced their efficacy in different parts of the globe in particular
underdeveloped regions. A recent report published by World Health Organization revealed that
tuberculosis is one of the top 10 leading causes of mortality and 10 million people suffering from
tuberculosis and 1.4 million have died. [4]. Also, the global spread of COVID-19 is expected to have
catastrophic effects on tuberculosis incidence and mortality by 2020 in several countries. To search for
the new effective antimicrobial agent, either altering or increasing the existing ones, has been a great
prime concern as a result of the rapid outspread of multidrug-resistant pathogens [5, 6].

The B-nitrostyrene has attracted researchers in recent years because it has become well-known to
be a central pharmacophore for various drug candidates [7-13]. Furthermore, the addition products with
a B-nitrostyrene moiety have been accepted to have various pharmacological activities, especially

antimicrobial and anticancer [7, 14-17].
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L-cysteine, a sulfur-bearing amino acid, is mostly found in the structure-activity of proteins and
enzymes, which plays an important role in detoxification in biological systems and also, potency on
cellular activities such as signal proliferation, differentiation, and apoptosis [18, 19]. Over the last few
years, plenty of compounds selectively evolved with the capability to alter cysteine residue in proteins
and enzymes have been made, having pledge in the domain of drug design and the development of
pesticides [18].

Therefore, la-Ig derivatives containing L-cysteine is believed to have a great potency against
resistant pathogens. To achieve this, the Michael addition reaction will take place where la-1g, considered
as Michael acceptor, has a strong electron-withdrawing from the nitro group and thiol of L-cysteine
under mild reacting conditions [20, 21].

Considering the results of our studies [15-17] and the evaluation of the literature survey, the aim
of the present work is to synthesis substituted p-methyl-p-nitrostyrene considered as pharmacophore and
Michael type addition products with L-cysteine for evaluating the antibacterial, antifungal and

antimycobacterial activities.

MATERIAL AND METHOD
Chemistry

All chemicals and solvents used were of reagent grade (Merck or Aldrich). IR spectra were
obtained using a Perkin Elmer Spectrum FT-IR/NIR spectrometer equipped with a Universal ATR
Sampling Accessory. Elemental analyses were performed with LECO 932 CHNS analyzer, *H NMR
spectra were recorded in DMSO-ds (Merck) on a Varian Mercury 400 MHz FT-NMR spectrometer using
tetramethylsilane as the internal standard and ESI-LC/MS spectra were taken on a Water Micromass ZQ
connected with Waters Alliance HPLC, using ESI (+) or ESI (-) methods. Thin layer chromatography
(TLC) was performed on precoated Silica Gel 60 F254 aluminum plates (Merck). Melting points of la-Ig
and lla-11g derivatives were determined in Electrothermal 9200 melting point apparatus and the values

were not corrected.

Synthesis of p-methyl-p-nitrostyrene (la-1g) derivatives

The la-1g compounds are well-known compounds that have been previously synthesized by many
researchers. In this study, it was synthesized by us with the method given in the literature.X Briefly, the
la-1g derivatives were synthesized by refluxing the nitroethane and suitable aromatic aldehyde derivatives
in acetic acid and ammonium acetate catalyst for 5 hours as shown in Figure 1. End of the reaction was
determined using TLC, the final products were ultimately cooled out by pouring in iced water. Then, the

obtained precipitate was crystallized from ethanol.
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Synthesis of 2-amino-3-[(2-nitro-1-phenylpropyl)thio]propanoic acid (I1a-11g) derivatives

The synthesis of lla-1lg derivatives took place following Michael addition reaction, where 0.05
mol L-cysteine with 0.05 mol appropriate la-lg derivatives were dissolved in (10-15 mL) ethanol and the
reaction was maintained stirred at room temperature for 3-4 hours as shown in Figure 1. The ending
reaction was pointed out using TLC and the precipitate was filtered and washed using cold ethanol for

several times.

CHO CH3COOH XX N2
+  CH4CH,NO, > R I
CHZCOONH,, = CH3

la-Ig

NO

COOH + X 2
HS R - >

CH H2N
NH, 3 )\/s CH4
HOOC
NO,
R= H, 4-OCHg, 4-CHg, 4-Cl, 4-OH and 3-OCH 3, 4-NO, 4-N(CHs), lla-lig

Figure 1. Synthesis of B-methyl-B-nitrostyrene and 2-amino-3-[(2-nitro-1-phenylpropyl)thio] propanoic

acid derivatives.

2-Amino-3-[(2-nitro-1-phenylpropyl)sulfanyl]propanoic acid (2a)

Yield: 74%; m.p.: 183 °C; FTIR-ATR: 3249 (N-H), 3031 (aromatic C-H), 1617, 1583, 1418
(COO and aromatic C=C), 1545, 1343 (NO;) cm*; *H NMR (DMSO-d¢): & 1.30 (3H, d, J= 6.7 Hz, CH3),
2.64-2.75 (2H, m, -CH>-S-), 3.10-3.12 (m, 1H, -CH-COO0-), 4.49 (1H, d, J= 4.8 Hz, -CH-S-), 5.15-5.19
(m, 1H, -CH-NOy), 7.26-7.41 (m, 5H, ArH) ppm; HRMS calcd. for C12H17N,0.S [M+H]*: 285.3393.
Found 285.3395. Anal. calcd. for C12H16N204S.H20: C, 47.67; H, 6.00; N, 9.27; S, 10.61. Found: C,
47.65; H, 5.85; N, 9.44; S, 10.86.

2-Amino-3-{[1-(4-methoxyphenyl)-2-nitropropyl]sulfanyl}propanoic acid (2b)

Yield: 33%; m.p.: 174 °C; FTIR-ATR: 3231 (N-H), 3029 (aromatic C-H), 1594, 1514, 1425
(COO and aromatic C=C), 1545, 1391 (NO2) cm™; *H NMR (DMSO-ds): 5 1.29 (3H, d, J= 6.8 Hz, CHa),
2.49-2.69 (2H, m, -CH-S-), 3.08-3.12 (m, 1H, -CH-COO0-), 3.74 (3H, d, Ar-OCHs, J= 6.8 Hz), 4.44 (1H,
d, J= 4.8 Hz, -CH-S-), 5.11-5.13 (m, 1H, -CH-NO,), 6.86-6.92 (m, 2H, ArH), 7.26-7.32 (m, 2H, ArH)
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ppm; HRMS calcd. for CizHigN,OsS [M+H]*: 315.3653. Found 315.3650. Anal. calcd. for
C13H1s8N205S.H-0: C, 46.98; H, 6.07; N, 8.43; S, 9.65. Found: C, 46.85; H, 5.93; N, 8.64; S, 9.95.

2-Amino-3-{[1-(4-methylphenyl)-2-nitropropyl]sulfanyl}propanoic acid (2c)

Yield 77%; m.p.: 170-171 °C; FTIR-ATR: 3220 (N-H), 3035 (aromatic C-H), 1606, 1513, 1418
(COO and aromatic C=C), 1551, 1391 (NO,) cm; *H NMR (DMSO-dg): 6 1.29 (3H, d, J= 6.8 Hz, CH3),
2.28 (3H, s, Ar-CHjs, J= 8 Hz), 2.61-2.69 (2H, m, -CH>-S-), 3.09-3.11 (m, 1H, -CH-COO-), 4.44 (1H, d,
J= 4.8 Hz, -CH-S-), 5.11-5.15 (m, 1H, CH-NOy), 7.11-7.17 (m, 2H, ArH), 7.22-7.27 (m, 2H, ArH) ppm;
HRMS calcd. for CisHigN20,S [M+H]": 299.3659. Found 299.3660. Anal. calcd. for
C13H1s8N204S.1/2H,0: C, 50.80; H, 6.23; N, 9.11; S, 10.43. Found: C, 50.65; H, 6.11; N, 9.43; S, 10.48.

2-Amino-3-{[1-(4-chlorophenyl)-2-nitropropyl]sulfanyl}propanoic acid (2d)

Yield 79%; m.p.: 186 °C; FTIR-ATR: 3225 (N-H), 3135 (aromatic C-H), 1610, 1513, 1419 (COO
and aromatic C=C), 1552, 1389 (NO) cm™; 'H NMR (DMSO-dg): 6 1.31 (3H, d, J= 6.4 Hz, CH3), 2.62-
2.72 (2H, m, -CH2-S-), 3.10-3.13 (m, 1H, CH-COO-), 4.53-4.59 (1H, m, CH-S-), 5.18-5.24 (m, 1H, CH-
NOy), 7.38-7.40 (m, 2H, ArH), 7.41-7.43 (m, 2H, ArH) ppm; HRMS calcd. for C12H16CIN204S [M+H]*:
319.7844. Found 319.7845. Anal. calcd. for C12H1sCIN2O4S: C, 45.21; H, 4.74; N, 8.79; S, 10.06. Found:
C, 45.15; H, 4.70; N, 8.90; S, 10.19.

2-Amino-3-{[1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-nitropropyl]sulfanyl}propanoic acid (2e)

Yield 59%; m.p.: 176 °C; FTIR-ATR: 3215 (N-H), 3049 (aromatic C-H), 1612, 1584, 1418 (COO
and aromatic C=C), 1544, 1389 (NO) cm; 'H NMR (DMSO-dg): 5 1.30 (3H, d, J= 6.4 Hz, CH3), 2.63-
2.71 (2H, m, -CH»-S-), 3.12-3.15 (m, 1H, -CH-COO0-), 3.76 (3H, s, -OCHs), 4.41-4.36 (1H, m, -CH-S-),
5.20-5.11 (m, 1H, -CH-NO,), 6.78-6.68 (m, 2H, ArH), 6.97-6.91 (m, 1H, ArH) ppm; HRMS calcd. for
C13H19N206S [M+H]*: 331.3647. Found 331.3649. Anal. calcd. for C13H1sN2O6S: C, 47.26; H, 5.49; N,
8.48; S, 9.71. Found: C, 47.32; H, 5.56; N, 8.49; S, 9.63.

2-Amino-3-{[1-(4-nitrophenyl)-2-nitropropyl]sulfanyl}propanoic acid (2f)

Yield 73%; m.p.: 178 °C; FTIR-ATR: 3213 (N-H), 3053 (aromatic C-H), 1650, 1525, 1447 (COO
and aromatic C=C), 1531, 1374 (NO,) cm}; *H NMR (DMSO-dg): 6 1.34 (3H, d, J= 6.4 Hz, CH3), 2.77-
2.64 (2H, m, -CH>-S-), 3.26-3.21 (m, 1H, -CH-COO-), 4.80-4.72 (1H, m, -CH-S-), 5.40-5.28 (m, 1H, -
CH-NO), 7.80-7.68 (m, 2H, ArH), 8.24-8.19 (m, 2H, ArH) ppm; HRMS calcd. for C12H1sN304S [M+H]":
330.3374. Found 330.3378. Anal. calcd. for C12H1sN3OeS: C, 43.76; H, 4.59; N, 12.76; S, 9.74. Found:
C, 43.60; H, 4.32; N, 12.90; S, 9.73.

2-Amino-3-({1-[4-(dimethylamino)phenyl]-2-nitropropyl}sulfanyl)propanoic acid (2g)
Yield 58%; m.p.: 188 °C; FTIR-ATR: 3217 (N-H), 3053 (aromatic C-H), 1590, 1488, 1447 (COO
and aromatic C=C), 1488, 1374 (NO,) cm'}; *H NMR (DMSO-dg): 6 1.29 (3H, d, J= 6.4 Hz, CH3), 2.77-
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2.64 (2H, m, -CH>-S-), 2.89 (s, 3H, -N(CHs3)), 3.01 (s, 3H, -N(CHs3)), (3.33-3.26 (m, 1H, -CH-COO-),
4.40-4.34 (1H, m, -CH-S-), 5.09-5.04 (m, 1H, -CH-NOy), 7.18-7.13 (m, 2H, ArH), 6.81-6.78 (m, 2H,
ArH) ppm; HRMS calcd. for CuH2N3:0.S [M+H]*: 328.4071. Found 328.4076. Anal. calcd. for
C14H21N304S C, 51.36; H, 6.47; N, 12.83; S, 9.79. Found: C, 51.19; H, 6.68; N, 12.74; S, 9.92.

Biological Activity
Antibacterial and Antifungal Activity Methods

To determine the minimum inhibitory concentrations of antibacterial and antifungal activities of
lla-1lg derivatives; Gram-positive and negative bacteria and Candida species were tested using the
American Type Culture Collection (ATCC) reference species. Ampicilline.3H,O and fluconazole were
used as reference compounds in antibacterial and antifungal activity test, respectively. All the tested
isolates were reference strains. Hence, ethical approval was not required.

Modified serial microdilution method was applied in antibacterial and antifungal tests of lla-llg
derivatives [22, 23]. Lyophilized bacterial strains and fungal strains were subcultured in Mueller-Hinton
Agar at 37 °C for 24 h and sabouraud dextrose agar at 28 °C for 24 h, respectively. Stock solutions of
each compound to be tested were prepared at 1000 ug/ml in DMSO/H;0 (50%). All compound’s stock
solutions and reference compounds were prepared at 500, 250 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.82, 3.9, 1.95,
0.97 and 0.48 ug/ml. The suspensions of the bacteria and fungi strains were prepared in normal saline
solution. The turbidity was adjusted to 0.5 Mcfarland with an absorbance of 0.08-0.13 at 625 nm. 100 uL
Mueller-Hinton Broth (MHB) or Tryptic Soy broth used in the antibacterial or antifungal activity test
were added to only 11 wells of plates with 96-well plates. A 100 uL of tested compound liquor was added
to the first well and then two fold dilutions were performed. The microorganism suspension was added to
each well except for the last row and then incubated at 37 °C for 24 h for antimicrobial and 28 °C for 24
h for antifungal activities. At the end of the incubation period, minimum inhibitory concentration (MIC)
values were evaluated by spectrophotometer at 450 nm in all plates. Biological activity tests were carried

out duplicate independently according to literature.

Antimycobacterial Activity Methods

The antitubercular activities of lla-11g derivatives were tested according to the REMA plate
technique with minor modifications [24, 25]. As a standard strain, M. tuberculosis H37Rv was used and
ensured from the National Tuberculosis Reference Laboratory, Ankara, Turkey. Lowenstein-Jensen
medium was used for maintenance of Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv.

In REMA technique, Middlebrook 7H9-S broth (Difco), supplemented with 0.5% glycerol, 0.1%
casitone and 10% oleic acid-albumin-dextrose-catalase was used as a subculturing medium at 37°C for 7-
10 days until the turbidity of the supernatant was adjusted to McFarland standard No.1 A solution of

0.01% resazurin sodium salt (Sigma R7017) was prepared with distilled water and then sterilized using a
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0.22 pm membrane filter (Ministar, Sartorius, Germany) was kept at 4°C. The compounds lla-llg and
were dissolved in DMSO/H,0 (50%) at a concentration of 1000 pg/ml. Rifampicin (Sigma, R3501) and
isoniazid (Sigma, 13377) were used as reference antitubercular agents. Test compounds were sterilized
using a 0.22 um membrane filter followed by serial two fold dilutions tested in a 96-well microtiter plate.
100 uL compound and 100 pL Middlebrook 7H9-S broth suspension were performed each well. To each
plate was added a growth control without test compound and a sterility control without inoculum. The
test concentration ranges of the newly synthesized and reference compounds were used as 500-0.12 g/ml.
Plates were incubated 37°C in a normal atmosphere for 7 days. After incubation was completed, 30 ul
resazurin was added to all wells and then microtiter plates were incubated for 24 h at 37°C. The MIC
value was determined by evaluating the lowest suspension concentration that inhibited the color change
of resazurin. Antitubercular activity test was performed in duplicate independently according to literature.

RESULT AND DISCUSSION

la-1g and target compound lla-1lg derivatives were prepared by a nitro aldol condensation and
Michael addition reaction, respectively. la-lg were synthesized by the reaction of nitroethane and
benzaldehyde derivatives with the same nitroaldol condensation pattern of the intended product, using
ammonium acetate as catalyst (Figure 1) [10]. The final compounds were obtained by the reaction of the
la-1g derivatives with L-cysteine. The results of the experimental processes of these newly synthesized
compounds have shown that the average/high level of consideration is reached as can be seen in the
experimental section.

The final products (11a-11g) and their structures outlined in Figure 1 were identified by FT-IR, *H
NMR, ESI-LC/MS spectroscopic techniques. The elemental analysis data for lla-1lg derivatives were
found to be consistent with the proposed empirical formula. In the IR spectrum, the concrete characteristic
was described at N-H, NO,, COO- and C=C stretching bands at 3215-3249, 1374-1545 cm™and 1418-
1650 cm?, respectively and the *H NMR and ESI-L/MS spectra were shown in the experimental section.
These spectral and elemental analyses data described the purity and structure of desired compounds.

When the *H NMR spectra of the final products, it was found that the chemical shift values and
hydrogen numbers were consistent with the corresponding protons. It should also be noted that for lla-llg
diastereomeric compounds, it was observed that -CH,-S- protons were coupled with -CH-COO- protons
and appeared as multiplets were seen in the experimental section. These observations were consistent with
those reported in the literature [16, 26, 27]. The retention times of the peak in the samples and the ESI-
LC/MS spectrum are evidence that lla-l1lg is pure and suggested chemical structures. The findings
obtained from this spectral analysis indicate that the newly synthesized compounds have the desired purity

and chemical structure.
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It can be estimated that the compound with three chiral centers is quite difficult to separate
diastreomers. Therefore the Michael addition products of L-cysteine with la-Ig derivatives are an
asymmetric process because two novel chiral centers were created, namely, o and  carbon atom in the
starting materials. Therefore, configurational diastereomers that are thought to have high pharmacological
activity will be synthesized as organocatalytic diastereo- and enantioselective Sulfa-Michael addition
products in later studies.

The biological properties such as antimicrobial, antifungal and antimycobacterial activities of Ila-
Ilg derivatives were tested against four Gram-positive and five Gram-negative bacteria, four fungi species
and M. tuberculosis H37Rv using the microdilution broth method and REMA according to
recommendations techniques [22-25]. Ampicilline.3H-0, fluconazole, isoniazid and rifampicin were used
as a reference in antibacterial, antifungal and antimycobacterial activity test, respectively (Table 1 and 2).
A comparison of the activities of synthesized compounds lla-1lg showed that compound Ilb, with a
methoxy substituent, was the most potent compound, with MIC value of 31.25 pg/ml versus B. subtilis,
E. faecium. Compounds lla, llc-ITg with a MIC of 62.50 ug / ml were found to have the same activity as
ampicilline.3H>0 against E. faecium. Compounds I1b and I1d exhibited significant antifungal activity with
MIC value of 15.16 pg/ml against C. albicans which were comparable with fluconazole as a reference
drug. It is well known that the antifungal drug fluconazole is used clinically to treat or suppress various
infections [28]. This result suggests that compound Ilb may be worth further study in terms of their
antifungal activity. We will continue our investigations to determine in vivo antifungal and antibacterial
activities of compound Ilb.

Table 2 outlines the in vitro results of antimycobacterial activities for the synthesized compounds
(a-11g), determined as MIC values. All compounds were considerably found to hold a significant activity
against M. tuberculosis H37Rv strains. The lowest MIC value was observed from compounds lla, I1d and
ITe with 1.95 pg/ml whereas the intermediate expressed by IIb, llc, and 1If were 3.9, 7.81 and 7.81 ug/ml,
respectively. Compound IIg with a MIC value of 31.25 pg/ml was found to be the least active compound
in the compounds tested against M. tuberculosis H37Rv.

Having said that B-nitrostyrene has become a pharmacophore in drug design, this potential action
may be observed throughout the structural conformation and physicochemical properties belonging to the
ring and nitrovinyl [10, 12, 29]. B-nitrostyrene derived from electron withdrawal or donating aromatic
substitutions to the o, m or p position showed the antimicrobial activity [8, 29]. Negative mesomeric effect
of nitro group in nitro-vinyl structure gives to the benzylic position a partial positive charge and thus also
the ability to react as electron accepting feature. So benzylic carbon reacts as the electron accepting centre
from any nucleophiles in the michael addition reaction. The bond formed by the sulfur and benzylic

carbon in the addition product is stable enough to reach the acting site, after that it is effective enough to



190 Bayrametal. J. Fac. Pharm. Ankara, 45(2): 182-193, 2021

change structurally the important proteins in microorganisms. Probably it reacts with the nucleophilic
groups of proteins in the microorganism and transports the cysteine molecule to the protein.

Recent studies showing that L-cysteine carries various activities to cellular functions have made
it easy to explain why L-cysteine modified compounds show higher activity. This screening might have
an impact on increasing antimicrobial activity. Therefore, considering the previous studies on [-
nitrostyrene derivatives without L-cysteine, these compounds have shown a tremendous effect on tested

strains.

Table 1. Antibacterial and antifungal activity of lla-1lg derivatives against reference bacteria and fungus

strains

Compd. | A B C D E F G H I J K L M

R

lla, 125 |625 |125 125 |125 |625 125 |125 |125 |31.25 |625 125 250
4-H

11D, 3125 |31.25 [625 125 [125 |625 125 [125 |125 |156 |31.25 |125 125
4-OCHs

lic, 125 [625 [125 125 [125 |625 125 [125 |125 [125 |[125 125 125
4-CHjs

1id, 125 |625 |625 125 |125 |625 125 |125 |125 |156 |625 125 250
4-Cl

lle, 125 [625 [125 125 [125 |625 125 [125 [125 [125 625 125 250
4-OH-

3-OCHs

1If, 125 [625 [125 125 [125 |625 125 [125 |125 [125 |[125 125 125
4-NO;

Ilg, 125 |625 |125 125 |125 |625 125 |125 |625 [250 |250 125 125
4-N(CHs)2

Amp. <048 |625 |<048 |31.25 [7.8 |<0.48 |[31.25 |78 |31.25 |* * * *

Fluc. * * * * * * * * * 3125 |< 048 |< 048 |< 048

A: Bacillus subtilis subsp. subtilis (ATCC 6051), B: Enterococcus faecium (VanR QC set ATCC 700221), C: Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), D: Enterobacter hormaechei (ATCC 700323), E: Klebsiella pneumonia (ATCC 27736), F: Acinetobacter
baumannii (ATCC 49139), G: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), H: Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 35150), I:
Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 17666), J: Candida albicans (ATCC 14053), K: Candida glabrata (ATCC 15126), L:
Candida parapsilosis (ATCC 22019), M: Candida tropicalis (ATCC 1969), Amp: Ampicilline.3H20, Fluc: Fluconazole. *: Not
tested.

Table 2. Antitubercular activity of lla-11g derivatives against M. tuberculosis H37Rv

Compd., R MIC (pg/ml)
lla, 4-H 1.95

I1b, 4-OCHjs 3.9

llc, 4-CHs 7.81

I1d, 4-Cl 1.95

Ile, 4-OH,3-OCHjs 1.95

1If, 4-NO2 7.81

I1g, 4-N(CHa)2 31.25
Isoniazid 0.12
Rifampicin 0.97

Drug resistance has increasingly affected the clinically used antibiotics which weakened the

efficiency of treatment against infections. Working on the novel antimicrobial agent is a preliminarily
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concerned issue for the researchers for fighting the problem. In this regard, the newly synthesized
Michael-type addition products lla-l1lg compounds displayed relevant preliminary activity which

motivates us to move forward for achieving the main goal.
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COVID-19 PANDEMISININ TOPLUM ECZACILIGI HIZMETLERINE
ETKIiLERIi

THE EFFECTS OF COVID-19 PANDEMIC ON COMMUNITY PHARMACY SERVICES
Muammer CALIKUSU (®, Giilsen GUNES?(®, Giilbin OZCELIKAY*
!Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Eczacilik Isletmeciligi Anabilim Dal1, 06100, Ankara, Tiirkiye

?[nonii Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili T1p Bilimleri Boliimii Halk Sagligi Anabilim Dali, 44280,
Malatya, Tiirkiye

07/

Amag: Bu ¢alisma, Covid-19 pandemi siirecinin Tiirkiye’ deki toplum eczanelerinde verilen eczacilik
hizmetlerine etkilerini ortaya koymak iizere yapilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma tammlayict nitelikte olup; arastirmada niceliksel arastirma tipinde
aragstirmacilar tarafindan hazirlanan anket formu kullanimistir. Anket formlari, online olarak goniilliilere
ulagtirdmus, aydinlatilmis onam formu ile katilimcilar bilgilendirilerek onay vermeleri halinde arastirmaya
katilmigtir.

Sonu¢ ve Tartisma: Ulkemizdeki toplum eczacilarimn pandemi siirecinde biiyiik bir ézveriyle eczacilik
hizmetlerini verdikleri ancak aym zamanda bir¢ok sorunla da basa ¢iktiklar: anlasiimaktadir. Ozellikle,
maskelerin iicretsiz olarak toplum eczaneleri araciligiyla verilmesi eczacilarin is yiikiinii artirarak eczacilik
hizmetlerinde bazi aksamalara neden olmus, buna ek olarak vatandaslarin maske almak tizere eczanelerde
yogunluk olusturmasi mesafenin korunamamas riskini dogurarak bulas ihtimalini de arttrmistir. Toplum
eczacilarinin pandemi siiresince baslica yasadigr sorunlar; kisisel koruyucu ekipman ve hijyen malzemelerine
talebin fazla olmasi nedeniyle iy yiikiiniin artmasu, personel ihtiyaci, hastaliktan korunmak i¢in kendi imkanlart
ile tedbir almalari, toplumun ihtiyag duydugu ilag ve iiriinlerin dagitim kanallar: tarafindan zamaninda teslim
edilmemesi ve ozellikle ekonomik sorun yasayan eczacilarin ekonomik ve/veya sosyal destek alabilecekleri
kurum veya kuruluslarin olmamasi olarak ortaya c¢ikmistir. Yakin donemde bir benzeri yasanmamis
biiyiikliikteki bu pandemiyle miicadelede ulusal bir acil durum eylem plani varliginin toplum eczacilart i¢in yol
gasterici olacagi ¢calismanin énemli sonuglarindandir.

Anahtar Kelimeler: Covid-19, eczacilik hizmetleri, pandemi, toplum eczaneleri

ABSTRACT

Obijective: The aim of this study is to demonstrate the effects of Covid-19 pandemic to the pharmaceutical
services in community pharmacies in Turkey.
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Material and Method: This research is a descriptive study. In the study, a quantitative research
guestionnaire form prepared by the researchers was used. Questionnaires were delivered to the volunteers
online. Participants were informed and participated in the study if they gave their consent with an informed
consent form.

Result and Discussion: It is understood that the community pharmacists in Turkey provide their pharmacy
services with great devotion during the pandemic process, but they also cope with many problems. In particular,
giving the masks free of charge through community pharmacies increased the workload of pharmacists and
caused some disruptions in pharmacy services, in addition, the crowd of the citizens in pharmacies to buy masks
increased the risk of social distancing and the possibility of transmission. Major problems faced by community
pharmacists during the pandemic; Due to the high demand for personal protective equipment and hygiene
materials, the increase in workload, the need for personnel, taking measures with their own means to protect
against disease, not delivering drugs and products needed by the society on time, economic and / or social
support, especially for the pharmacists have economic problems It is one of the important results of the study
that the existence of a national emergency action plan will guide community pharmacists in combating this
pandemic of unprecedented magnitude

Keywords: Community pharmacies, covid-19, pandemic, pharmacy services

GIRIS

Pandemi, ¢cok genis bir alanda yayilan ve beklenenin {izerinde etkisini gdsteren salgin hastaliklara
verilen genel addir. Koronaviriis hastalig1 (Covid-19), ilk olarak Cin’in Vuhan Eyaleti’nde 2019 yil
Aralik aymin sonlarinda solunum yolu belirtileri (ates, oksiiriik, nefes darlig1, nefes alma zorluklar)
gelisen bir grup hastada yapilan aragtirmalar sonucunda 13 Ocak 2020’de tanimlanan bir viriisiin neden
oldugu bir hastaliktir [1]. Semptomlarin maruziyetten 2-14 giin sonra ortaya ¢ikabilecegi belirtilmektedir
[2]. Daha ciddi vakalarda, enfeksiyon pnémoniye, ciddi akut solunum sendromuna, organ yetmezligine
ve hatta 6liime neden olabilmektedir [3]. Viriis son derece bulagicidir ve insandan insana bulas yoluyla
hizla yayilmaktadir. Koronaviriisler (CoV), soguk algmligi gibi toplumda yaygmn goriilen, hafif
enfeksiyon tablolarindan, Orta Dogu Solunum Sendromu (Middle East Respiratory Syndrome, MERS-
CoV) ve Agir Akut Solunum Sendromu (Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS-CoV) gibi daha
ciddi enfeksiyon tablolarina neden olabilen biiyiik bir viriis ailesidir. SARS-CoV, 21.yiizyilin ilk
uluslararast saglik acil durumu olarak 2003 yilinda, daha 6nceden bilinmeyen bir viriis halinde ortaya
cikmis olup yiizlerce insanin hayatini kaybetmesine neden olmustur. Yaklagik 10 yil sonra koronaviriis
ailesinden, daha dnce insan ya da hayvanlarda varlig1 gosterilmemis olan MERS-CoV, Eyliil 2012°de ilk
defa insanlarda Suudi Arabistan’da tanimlanmig; ancak daha sonra aslinda ilk vakalarin Nisan 2012’de
Urdiin Zarqa’daki bir hastanede goriildiigii ortaya ¢ikmustir.

31 Aralik 2019°da Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Cin Ulke Ofisi, Cin’in Hubei eyaletinin Vuhan
sehrinde etiyolojisi bilinmeyen pndémoni vakalarimi bildirmistir. 7 Ocak 2020’de etken daha once
insanlarda tespit edilmemis yeni bir koronaviriis (2019-nCoV) olarak tanimlanmistir. Daha sonra 2019-
nCoV hastaliginin ad1 Covid-19 olarak kabul edilmis, viriis SARS CoV’a yakin benzerliginden dolay1
SARS-CoV-2 olarak isimlendirilmistir. SARS-CoV-2’nin kokeni hala arastirilmaktadir. Eldeki veriler,

Huanan deniz iiriinleri toptan satis pazarinda yasa disi olarak satilan vahsi hayvanlari isaret etmektedir [4,
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5]. DSO koronoviriisii kiiresel bir salgin olarak ilan etmistir. Hastaligin 6nlenmesinin sadece sosyal
mesafe ve kisisel hijyen yoluyla olabilecegi onerilen tek eylem olmustur.

Covid-19 pandemi miicadelesinde saglik hizmetleri iginde etkili ve koordine bir eczane destek
sistemi ve farmasotik bakim faaliyetlerine ihtiyag on plana ¢ikmistir. Covid-19 pandemi doneminde
toplum eczaneleri, ¢ok fazla insanin bagvurmasi nedeniyle saglik sistemi i¢indeki ilk temas noktalarindan
biridir; potansiyel Covid-19 vakalarinin tanimlanmasinda ve yonetiminde anahtar rol oynamaktadir.
Diger tiim 6nde gelen saglik hizmeti saglayicilar1 gibi, viriise maruz kalma riskine kars1 da korunmalar1
gerekmektedir.

Toplum Eczaneleri, virusiin ilk gorildiigi Cin’in Vuhan kentinde gerek viriisiin hafif
semptomlar1 i¢in kurulan mobil hastanelerde, gerek toplum eczanelerinde halk sagli§i operasyonuna
temel destek saglayarak degerli deneyimler kazanmuslardir. Vuhan kentinde kongre ve sergi merkezleri,
spor salonlari, fabrika ve depolarda olusturulan mobil hastanelerin eczanelerinde yeterli sayida eczaci
olmaksizin eczacilar haftada 5-6 giin, giinde 8-14 saat calisarak, yaklasik 12.000 hastanin tedavisinde
temelde su hizmetleri yerine getirmistir: Mobil hastanelerde eczane i¢in uygun yer bulmak, gerekli
ekipmani tedarik etmek, Cin Ulusal Saglik Komisyonu tarafindan hazirlanan “Yeni Koronaviriis Enfekte
Pnémonisi i¢in Tan1 ve Tedavi Kilavuzlar” dogrultusunda yaklasik 100 ila¢ iceren ilag formiilerini
derlemek, formiilerdeki ilaglar1 kataloglamak, stoklamak, regete destek birimi kurmak ve galigtirmak [5].

Covid-19 pandemisini 6nlemek ve yayilimini engellemek igin eczane hizmetleri, saglik
hizmetleri arasinda 6nemli bir role sahiptir [6]. Pandemiden etkilenen/etkilenmeyen {ilkelerdeki toplum
eczaneleri, insanlarin endiselerini giderme, mevcut giivenilir bilgiye erisim ve hastaliktan korunma
noktasinda tavsiyeye ihtiya¢ duyanlar i¢in saglik sistemi i¢inde ilk temas noktasidir. Cin’ de yapilan bir
baska calismada, eczacilarin Covid-19 pandemisindeki baglica sorumluluklarinin; profesyonel hizmet
rehberleri hazirlamak, acil ilag ve dezenfektan formiilleri gelistirmek ve hazirlamak, ihtiya¢ duyulan tibbi
iriinlerin stoklanmasini saglamak, insandan insana bulaglari dnlemek igin uzaktan (internet tabanli)
eczacilik hizmeti sistemleri kurmak, giiclii terapotik bakim, halk arasinda enfeksiyonun yayilimini
onlemek icin egitimler diizenlemek ayrica klinik ¢alismalara ve ilag degerlendirmelerine aktif katilim
saglamak oldugu belirtilmistir [4].

Toplum eczanelerinin mevcut salgin sirasinda Covid-19 ile ilgili saglik endiseleri, giivenilir bilgi
ve tavsiye ihtiyaci olan bireyler i¢in saglik sistemi i¢indeki ilk temas noktasi oldugu kabul edilmektedir
[7]. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma ile eczacilarin pandemi gibi ¢esitli felaketlere yanit olarak dort
temel asamada (Onleme, hazirlikli olma, miidahale ve iyilestirme) {listlenebilecekleri c¢esitli rolleri
tanimlanmstir [8]. Pandeminin ilk ortaya ¢ikmasindan sonra Cin' deki toplum eczanelerinin yasadiklar
deneyimler, pandemide kiiresel yanitin bir parcasi olarak eczacilarin rol alabileceklerini ortaya
koymustur. Bu roller arasinda kisisel ve ¢evresel hijyen konusunda halk saglig1 tavsiyelerinin verilmesi,

egitimlerin saglanmasi ve silipheli semptomlar olmasi durumunda uygun yonlendirmelerin yapilmasi
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bulunmaktadir [9] Yasanan pandemide acil halk saglig1 operasyonlarina destek saglanmasinda 6nleyici
ve tedavide kullanilan ilaglarin zamaninda tedarigi, vakaya ve kanita dayali farmasdtik bakim saglanmasi
saglik hizmetlerinde kritik 6neme sahiptir.

Toplum eczaciligi uygulamalarinin kapsami {ilkeler arasinda onemli Olglide degisiklik
gostermektedir [10-13]. Buna ragmen mevcut biiyiikliikteki bir halk sagligi krizi gibi bazi durumlarda
uzmanlik ve profesyonel egitimleri ile toplum eczacilarinin genel uygulamalarda ve hatta acil servisler
gibi saglik hizmetinin diger alanlarinda baskiy1 hafifletmeye yardimci olmak igin tistlenebilecekleri rol
ve faaliyetlerin de olabilecegi diistiniilmektedir [14].

Covid-19 diinya capinda eczacilik uygulamalarinda bazi degisiklikler yapilmasina neden
olmustur. Cesitli iilkelerde, Covid-19 pandemisinin etkiledigi eczacilik hizmetlerine 6rnekler vermek
gerekirse; Amerika Birlesik Devletleri’nin New Mexico eyaletinde, eczacilara recete hizmet bedeli olarak
iicret denmesi, 6zellikle kirsal ve tibbi olarak yetersiz hizmet alan bolgelerde saglik hizmetlerine erisimin
genisletilmesi ile ilgili tedbirler alinmistir. Bu tedbirler ile ayn1 zamanda genel saglik bakim maliyetlerinin
de azalacagi ve eczacilarin siirdiiriilebilir is modelleri gelistirmede lider olmasinin saglanacagi
diisiiniilmektedir. Hemen hemen her eyaletin birlik ve dernekleri de bu uygulamaya destek vermektedir
[15].

Amerikan Eczacilann Birligi, pandemide eczacilarin oncelikle hangi ilaglara hangi miktarda
ihtiyag duydugu, ek hasta hacmi ve diger mevcut hastaliklar karsisinda personel ihtiyaglart olup
olmadiginin belirlenmesini istemistir. Eczacilarin hizmet verme yetenegini zorlastiran ana unsurlarin
yeterli ilag tedariginin olmamasi ve degisen tedavi protokolleri oldugu diigiiniilmektedir. Yeni bilgiler
dogrultusunda tedavi algoritmalar1 siklikla giincellenmistir. Ornegin, tedavide baslangicta antiviral ilag
olarak lopinavir / ritonavir kullanilirken, daha sonra hidroksiklorokin ve azitromisin kullanilmistir. Bu
tedavi varyasyonlarini kesinlestirmek igin hala yeterli klinik kanit bulunmamaktadir [16].

Ingiltere’de toplum eczaneleri, personelin talep etmesi durumunda ulusal saghk sistemi
kapsaminda iicretsiz olarak Covid-19 testlerinin yapilacagi saglik birimleri arasina alinmustir [17]. Ayrica,
birinci basamakta calisan saglik personelleri de dahil olmak iizere tiim saglik calisanlarina, ailelerine ve
hasta olan yakinlarina bir dizi psikolojik destek diizenlenmis, kendi saglik ve refahlarini stirdiirmelerinin
O6nemi vurgulanmistir. Eczane personelinin, bu saglik desteklerini nasil alacaklari ve testleri nasil
yaptiracaklar ile ilgili bilgiler de ayrintili bir sekilde ilan edilmistir [18]. Dagitim kanallar1, gerekli
Onlemleri alarak hastanede yatis gerektirmeyen Covid-19 hastalarina ilaglarini ulastirabilecek bir sistem
kurmustur [19]. Pandemi nedeniyle eczanelerde esnek mesai saatlerine gecilmistir. Tiim eczanelerin
10:00-12:00 ve 14:00-16:00 saatleri arasinda, tatil giinlerinde ise belirli saatlerde acik kalmasi
saglanmistir. Her eczanenin 6gle arasi da dahil olmak iizere 2.5 saate kadar kapali olmasina izin verilmistir
[20]. Ulusal saglik diizenleyicileri, eczaneler i¢in uyarici posterler hazirlayarak eczanelere ulastirmistir.

Eczaneler igin hazirlanan posterler su mesajlar1 icermektedir:
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e Koronaviriis belirtileriniz varsa girmeyiniz!

e Giivenli bir mesafede durunuz! (Insanlar arasinda en az 2 metre mesafe olmasi gerektigi
hatirlatilmalidir.)

e Belirli zamanlarda hizmet vermiyor olabiliriz (Eczaneler gerek dezenfeksiyon gerekse

rutin igler i¢in giiniin bazi1 saatleri kapilar kapal tutularak ¢aligabilir) [21].

Avrupa Birligi Eczacilik Grubu (Pharmaceutical Group of European Union) pandeminin ilk
donemlerinde yaptiklar agiklamayla, Avrupa Birligi’ndeki toplum eczacilarinin koronaviriis hastaligina
kars1 miicadelede 6n saflarda yer aldiklarini ve hastalarin eczacilik hizmetlerini en iyi sekilde alabilmeleri
icin ellerinden gelen her seyi yaptiklarim belirtmistir. Eczacilarin pandemi doéneminde hastalarin
ihtiyaglarini karsilama ve hizmetlerin siirekliligini saglama konusundaki profesyonellikleri ve meslege
bagliliklar1 herkes tarafindan takdir edilmektedir. Italya’ da 6zellikle kizilhag eczaneleri araciligi ile
eczaneye ulasamayan insanlarin ilaglar1 evlerine teslim edilmistir. Finlandiya’ da toplum eczaneleri ilk ig
olarak kendi kullanimlari i¢in el dezenfaktan jelleri iiretmis; daha sonra halkin dezenfektan ihtiyacina
destek olmuslardir. Eczanelerin hem disina hem igine el dezenfektanlar1 konmasi gibi gesitli tedbirleri
eczacilarin kendi ¢abalari ile aldiklari ifade edilmektedir [22].

Tim Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de toplum eczacilart en kolay ulasilabilen saglik
personelidir [23]. Covid-19 pandemi siirecinde saglik sisteminin 6n saflarinda yer alan eczacilar ve
eczacilik meslegi i¢in yeni kazanimlarin tartisilmasi gerekmektedir.

Tiirkiye’de 01.10.2020 tarihi itibariyle dogrulanmis toplam koronaviriis hasta sayis1 320.070,
toplam iyilesen hasta sayis1 281.151, toplam 6liim ise bu tarihe kadar 8262 olarak bildirilmistir [24]. Tiim
diinyada ayni tarihte toplam vaka sayis1 34.545.578, toplam 6liim sayis1 ise 1.027.138 olmustur [25].

Tiirkiye’ de ilk Covid-19 vakas1 11 Mart 2020 de saptanmustir. Tiirkiye Cumhuriyeti hiikiimeti
daha once bir benzeri yasanmamig bu pandemiyle son derece sistematik tedbirler alarak miicadele
etmektedir; ancak, bu genel tedbirler altinda her meslek kendi koruyucu 6nlemlerini almak zorunda
kalmistir. Kiiresel 6lgekte insan yasamini derinden etkileyen Covid-19 pandemisi ile saglik sisteminde
birinci basamak saglik hizmet sunucusu olarak 7/24 kesintisiz hizmet veren toplum eczanelerinin dnemi
ve vazgecilmezligi tartismasiz bir sekilde kabul edilmistir. Ayrica iilkemizde koronaviriis hastaligindan
yasamini kaybeden ilk saglik meslegi mensubunun bir toplum eczacisi oldugu hiikiimet yetkililerince
acgiklanmugtir.

Tiirkiye’de toplum eczaneleri uygulamalar1 i¢in pandemi siirecinde birtakim diizenlemeler
yapilmigtir. Kronik hastaligi olan hastalara bir saglik kurulusuna gidip hekime muayene olmaksizin
toplum eczacilarina devam regetelerini yazma yetkisi verilerek hastalarin ilaglarmi dogrudan
eczanelerden alabilmeleri saglanmigtir. Eczanelerde maske satigi yapiliyorken satis yapilmasi
durdurulmus; hiikiimet halka ticretsiz maske dagitim gorevini toplum eczacilarina vermistir. Bu durum,

eczaneye gelen kisi say1sinin normalin ¢ok {istiine ¢ikmasi dolayisiyla temasin artmasina neden olmustur.
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Sonraki siirecte iicretsiz maske dagitimi uygulamasindan vazgegilerek maskelerin belirlenmis bir azami
ticret karsiliginda her yerde satisinin yapilabilmesine onay verilmistir. 65 yas ve usti, 20 yas ve altina
yaklasik 3 ay boyunca sokaga c¢ikma yasagi uygulanirken; bu yas gruplarindaki hastalarin ilaglarina
ulagsmast merkezi yonetim tarafindan olusturulmus vefa destek gruplan aracilifiyla saglanmistir. Bu
gruplar, belirlenen eczanelerden ilaglar1 alarak hastalara ulastirmistir. Eczane c¢alisma saatleri
diizenlenmis, sokaga ¢ikma yasagi olan giinlerde bile tiim eczaneler agik kalmustir.

Tiirk Eczacilar Birligi’nden alinan verilere gore Tiirkiye’de 2020 yili Mart ay1 itibariyle 26.748
toplum eczanesi bulunmaktadir. Toplum eczaneleri, hastalarin ilag ve ilacla ilgili bilgi ihtiyaclarini
karsilamak iizere bir eczact mesul miidiiriin sorumlulugunda agilan ve Saglik Bakanligi’nin 31 Mayis
2019 tarih ve 2019/10 sayili genelgesi ile birinci basamak saglik kurulusu olarak tanimlanan, halkin
saglikla ilgili her tiirlii probleminde bagvurabilecekleri kuruluslardir [26]. Eczacilik mevzuati geregi bu
eczanelerde ikinci eczaci, yardimci eczaci ve eczane destek personelleri gorev yapmakta olup yaklagik
100.000 kisi istihdam edilmektedir.

Bu calisma, Tiirkiye’deki toplum eczanelerinde verilen eczacilik hizmetlerine Covid-19 pandemi
stirecinin etkilerini ortaya koymak iizere yapilmistir. Bu ¢alisma ile toplum eczacilarinin pandemi ile
miicadelede hangi tedbirleri aldiklari, pandemi sirasinda kisisel koruyucu ekipman tedarigi noktasinda
sorun yasayip yasamadiklari, ayrica; personelin ¢alisma kosullart ve istihdami yaninda eczacilarin bu
stiregte iginde bulunduklar1 ekonomik durum, yasadiklari zorluklar ve bu zorluklarin ¢6ziimii i¢in hangi
yontemlere bagvurduklari ortaya konmaya caligilmistir. Calisma ile pandemi siirecinde,

e Toplum eczacilarinin sorunlarinin tespit edilmesi,

e Eczacilarin, istihdam ettikleri personellerinin ve eczaneye gelen hastalarin sagligini
koruyucu tedbirleri nasil alabileceklerinin belirlenmesi,

e Majistral ve miistahzar ilaglarin hastalara ulastirilmasinda siirekliligin saglanmasi igin
oOneriler verilmesi ve

e Toplum eczaneleri i¢in alinabilecek ekonomik tedbirlerin belirlenmesi hedeflenmektedir.

GEREC VE YONTEM

Aragtirma tanimlayici nitelikte olup; arastirmada niceliksel arastirma tipinde arastirmacilar
tarafindan hazirlanan anket formu kullanilmistir. Arastirmaya baslamadan énce Ankara Universitesi Etik
Kurulu ve Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Bilimsel Arastirma Platformu’na basvuru yapilmas,
ilgili kurullarca arastirmanin yapilmasi etik acidan uygun bulunmustur. Anket formlari, caligmanin
pandemi doneminde yapilmasi nedeniyle online olarak goniillillere ulastirilmigtir. Tiirkiye’nin tiim

bolgelerindeki goniilliillere ulasilabilmesi amaciyla toplum eczacilarinin yer aldigi sosyal medya
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platformlarinda belirli araliklarla anket linki paylagilmis, aydinlatilmigs onam formu ile katilimcilar
bilgilendirilerek onay vermeleri halinde arastirmaya katilmiglardir.

Tiirkiye’de bulunan 26.748 eczaneyi temsil edecek 6rneklem ¢api, 0.10 6rnekleme hatasi ve 0.5
gerceklesme olasiligi ile 96 olarak belirlenmistir [27]. Anket i¢in hazirlanan sorular hakkinda uzman
goriigii alinmis ve 6n uygulama yapilmistir [28]. Anket sonucu elde edilen veriler say1 ve yilizdelerle ifade
edilmistir.

Toplum eczacilarina yapilan anket sorulari iginde, eczacilarin ve hastalarin ihtiyaglarinin
belirlenmesi, pandemi doneminde eczacilik hizmetlerinin zayif ve giiclii yanlarinin saptanmas,
iyilestirme ve gelistirmeye acik alanlarin tespiti, var olan politikalarin ve programlarin etkinliklerinin
Olgtimii ile ilgili sorular yer almaktadir. Toplum eczanelerinin herhangi bir salgin durumunda hastalarin
ilk bagvuracagi saglik kurulusu olmalar1 nedeniyle gerekli onlemler alinmadiginda salginin yayilim
merkezi olabilecegi tiim diinyanin kabul ettigi bir gergektir. Dolayisi ile eczanelerde salgin hastaliklarla

miicadelede oncelikle 6nlem alinmasi, toplum sagligi agisindan ¢ok dnemlidir.

SONUC VE TARTISMA
Genel Bilgiler

Arastirmaya 137 toplum eczacist katilmustir. Katilimeilara iligkin genel bilgiler Tablo 1°de
gosterilmektedir. Tablo 1’den anlagilacag iizere arastirmaya katilan toplum eczacilarimin biiyiik bir kism
(yaklasik %75°1) kent merkezlerinde calismaktadir. Yakininda saglik tesisi (aile sagligi merkezi ve
hastane) bulunan eczanelerde hizmet veren eczacilar ise aragtirmaya katilan eczacilarin yarisindan

fazlasini olugturmaktadir.

Tablo 1. Caligmaya Katilan Eczacilarin Demografik Bilgileri Dagilimi

Cinsiyet Erkek Kadin
62 (%45.3) 75 (%54.7)
Yas 20-29 30-39 40-49 50-59 60 ve iizeri
13 (%9.5) 44 (%32.1) 38 (%27.7) 28 (%20.4) 14 (%10.2)
Eczanenin i ilce Koy
Bulundugu
Yer
102 (%74.5) 32 (%23.4) 3 (%2.2)
Eczanenin Aile Saghg Alsveris Cadde iizeri Hastane Semt
Konumu Merkezi Merkezi karsisi
yakim
55 (%40.1) 4 (%2.9) 32 (%23.4) 16 (%11.7) 30 (%21.9)
Eczanenin
A
Kommda 0-5 6-15 16 ve iizeri
Hizmet
Verme Siiresi
39 (%28.5) 55 (%40.1) 43 (%31.4)
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Giivenilir Bilgiye Erisim

Bir salgin sirasinda, bireyler salginla ilgili zamaninda, yetkili ve bilimsel bilgilere erisemediginde
yanlig bilgi ve sdylentiler ciddi olumsuz etkiler yaratabilir [29]. Halki dogru bilgilendirmek 6ncelikle
saglik personellerinin gorevidir. Bu anlamda birinci basamak saglik kurulusu sinifinda yer alan toplum
eczanelerine dnemli sorumluluklar diigmektedir. Ulkemizde de pandemi déneminde toplum eczacilarinm
oncelikle dogru ve en giincel bilgilere erismesi, sonrasinda ise edindikleri bu bilgileri toplum ile
paylasmalar1 kritik 6neme sahiptir.

Pandemi ile miicadelede iilkelerin kendilerine ait acil durum eylem planlarinin olmasi ve olasi
salgin durumlarinda bu plana goére hareket edilmesinin de Onemli oldugunu gosteren aragtirmalar
bulunmaktadir [30, 31]. Bu planlarda genel olarak pandemiye hazir olmak, pandemi planlarinda esneklik
ve slire¢ icerisinde ortaya ¢ikmasi muhtemel diger halk sagligi problemleri icin de hemen aksiyon
almabilmesi icin acil durum eylem planlarinin siirekli olarak godzden gecirilmesi gerekliligi
vurgulanmaktadir [32].

Ulkemizdeki toplum eczacilarinin pandemi ile ilgili bilgilere erismek icin basvurduklar bilgi

kaynaklar1 Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Caligmaya Katilan Eczacilarin Bagvurduklart Bilgi Kaynaklarinin Dagilimi

Toplum Eczacilari Tarafindan Bagvurulan Kaynaklar
Mesleki Bilgiler 17 (%12.4)
Bilimsel Makaleler 87 (%63.5)
Meslek Orgiitiiniin Hazirladig Bildiriler 13 (%9.5)
Uluslararasi Eczacilik Federasyonu (FIP) Kilavuzlar: 6 (%4.4)
Saghk Bakanhg Kilavuzlar 5 (%3.7)
DSO Kilavuzlar 9 (%6.6)

Tablo 2’den anlagilacagi tlizere toplum eczacilari giincel bilgilere erisebilmek adina farkli bilgi
kaynaklarin1 kullanmaktadir. Bu kaynaklardan en ¢ok gbze carpan ise bilimsel makaleler olmustur.
Herhangi bir bilgi kaynagini kullanmayip mesleki bilgileri ile hareket eden toplum eczacilari ise %12°1ik
dilimi olusturmustur.

Calismaya katilan toplum eczacilarinin ¢ok biiytik bir kismi acil durum eylem plani hazirlanmasi
gerekliligini belirtmistir. Ozellikle i¢cinde bulundugumuz pandemi dénemi, olaganiistii durumlar (deprem,
sel, pandemi, epidemi vb.) i¢in dnlem, hazirlik ve planlama gibi organizasyonel faaliyetleri barindiran
ulusal bir eylem plan1 hazirlanmasi gerektigini gostermektedir.

Toplum eczacilarinin, hastalar ve diger saglik hizmeti saglayicilar igin degerli bir bilgi kaynag:
oldugu; yeni bilgi teknolojisinin, &zellikle de internetin ortaya ¢ikisi nedeniyle yeni saglik hizmeti
bilgilerine hizli erisilebilirlikle birlikte bu bilgi kaynagina talebin daha da arttig1 bilinmektedir [33].
Pandemi siirecinde iilkemizde de halk, koronaviriis hastalig ile ilgili olarak korunma ve bulas yollari,

belirtileri, tedavisi, tedavide kullanilan ilaglar gibi birgok konuda toplum eczacilarina bagvurmaktadir.
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Tablo 3’te toplum eczanelerine basvuran hastalarin koronaviriis hastaligina dair hangi konularda

danmigsmanlik bekledikleri goriilmektedir.

Tablo 3. Toplum Eczanelerine Bagvuran Hastalarin Danismanlik Bekledikleri Konularin Dagilimi

Hastaliktan korunma yollart 104 (%76.5)
Hastaligin bulas yollar1 81 (%59.6)
Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglar 81 (%59.6)
Hastalik belirtisi olanlarin nereye/nasil bagvuracaklart 61 (%44.9)
Anjiotensin Reseptor Blokdrii, Anjiotensin Déniistiiriici Enzim Inhibitorii ve diger antihipertansif 48 (%35.3)
ilaglardan kullanan hastalarin Covid-19 viriisiine daha duyarli olup olmadig1

Ibuprofen kullanan hastalarn Covid-19 viriisiine daha duyarl olup olmadig 84 (%61.8)
Hidroksiklorokinin koruyucu olarak kullanimi 93 (%68.4)
Immiin sistemi giiclendirici ilag/besin takviyeleri 118 (%86.8)

Tablo 3’ten anlasilacagi tiizere toplum eczacilar1 bircok konuda hastalara danigmanlik
vermektedir. Bu bilgiler hastalar ile paylasilirken biiyiik bir kisim herhangi bir bilgilendirme materyaline
ihtiya¢ duymadiklarini belirtmistir. Bilgilendirme materyaline ihtiyag¢ duyma durumu ile cinsiyet
(p=0.312), yas (p=0.130), eczanenin konumu (p=0.696) ve eczanenin ayni konumda hizmet verme siiresi

(p=0.648) arasinda istatistiksel agidan bir iligki bulunamamustir.

Koruyucu Onlemler

Koronaviriis enfeksiyonu, ates, nefes darlig1 ve oksiiriik ile karakterize, ylizeyden yiizeye ve hava
yoluyla bulagabilen bir hastaliktir. Hem canli hem de cansiz yiizeyler, Covid-19 enfeksiyonunun
yayllmasinda 6nemli bir rol oynayabilmektedir. Covid-19 hastaliginin yayilimini durdurmak i¢in dnleyici
bakim oldukga 6nemlidir. Mevcut bilgiler kisisel koruyucu ekipman (maske, eldiven, siperlik vb.) ve
yiizey dezenfektani kullanim, el hijyeni ve sosyal mesafe gibi uygulamalarin Covid-19 enfeksiyonlariin
kiiresel yayilabilirligini sinirlayan en kritik yontemler oldugunu vurgulamaktadir [34].

Ulkemizdeki toplum eczacilart da pandemi siirecinde gerek kendileri ve personelleri gerekse
eczaneye gelen hastalar icin bazi koruyucu tedbirler almistir. Toplum eczacilarinin almis olduklar kisisel
ve mekansal onlemler Tablo 4 ve Tablo 5’te, bu 6nlemler alinirken Karsilasilan sorunlar ise Tablo 6’da

gosterilmektedir.

Tablo 4. Pandemi Siirecinde Eczacilarin Almis Oldugu Kisisel Onlemlerin Dagilimi

Alman Kisisel Onlem

Maske 136 (%99.3)
Eldiven 98 (%71.5)
Gozliik 85 (%62)
Siperlik 95 (%69.3)
Tulum 37 (%27)
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Tablo 5. Pandemi Siirecinde Eczacilarin Almis Oldugu Mekansal Onlemlerin Dagilim

Alman Mekansal Onlemler
Eczane icinde bulunabilecek alanin belirlenmesi 96 (%70.1)
Eczanenin icinin seffaf malzeme ile kaplanmasi 37 (%27)
Hastalara kapidan hizmet verilmesi 51 (%37.2)
Eczane icindeki oturma alanlarmin kaldirilmasi 81 (%59.1)
1,5 metrelik sosyal mesafenin korunmasi i¢in yerlere serit yapistirilmasi 69 (%50.4)

Tablo 6. Pandemi Siirecinde Eczacilarin Onlemler Alirken Karsilastiklari Sorunlarin Dagilimi

Toplum Eczanelerinde Koruyucu Onlemler Ahmirken Karsilasilan Sorunlar
Alinmasi gerekli 6nlemler ile ilgili bilgilere ulagmakta sorun 22 (%17.3)
Gerekli ekipmanlarin piyasada bulunamamasi 41 (%32.3)
Gerekli ekipmanlarin temininde fiyat yiiksekligi nedeniyle zorluk 77 (%60.6)
Gerekli ekipmanlarin temininin siirdiiriilmesinde fiyat yiiksekligi nedeniyle zorluk 77 (%60.6)
Dagitim Kanallarimin ekipman ihtiyacinin devamliligini siirdlirememesi 62 (%48.8)

Uriin Tedarigi

Pandemi sirasinda halk, diizenli kullandiklar1 ilaglari, Covid-19 hastaligindan korunmada
kullanilan (maske, dezenfektan gibi) ve bagisikligr giiclendirici (vitaminler gibi) {riinleri ihtiyag
duyduklar1 miktarlarda tedarik etmek icin cogunlukla toplum eczanelerine giivenmektedir. Ilaglar ve bahsi
gecen diger iriinler, pandeminin kontrolii ve kronik hastaliklarin yonetimi i¢in ¢ok Onemlidir [35].
Toplum eczaneleri, FIP'in Covid-19 salgmi icin "Eczacilar ve Eczane Isgiicii i¢in Bilgiler ve Gegici
Kilavuzlar" boliimiinde onerdigi gibi "talebi karsilayacak uygun farmasotik tiriin stoklari" tutmak
durumundadir [7]. Buradan hareketle toplum eczacilarinin pandemiye hazirlanirken ve pandemi siirecinde
iirin tedarigine &nem vermeleri gerektigi anlasilmaktadir. Ulkemizde pandemi siirecinde toplum

eczanelerine bagvuran kisilerin hangi iiriinleri talep ettigi Tablo-7’de gdsterilmistir.

Tablo 7. Pandemi Siirecinde Toplum Eczanelerinden En Fazla Talep Edilen ilag ve Uriinlerin Dagilimi

Pandemi Siirecinde Toplum Eczanelerinden En Fazla Talep Edilen ilaclar/Uriinler
Ates diistiriicii ilaglar 59 (%44)
Mukolitik ilaglar 40 (%29.9)
Oksiiriik kesici ilaglar 34 (%25.4)
Bagisikligi gii¢lendirici gida takviyeleri 123 (%91.8)
Covid-19 tedavi protokollerinde yer alan ilaglar (hidroksiklorokin, antiviraller, antibiyotikler vb.) 66 (%49.3)
Vitaminler 108 (%80.6)

Tablo 7°den anlagilacag lizere en ¢ok talep, bagisikligi giiclendirici gida takviyeleri ve vitamin
iceren lriinlere olmustur. Toplum eczaneleri tarafindan talep edilen liriinler ise dagitim kanallarinca
biiyiik 6l¢iide zamaninda teslim edilmis olsa da teslim zamani ile ilgili olarak sorun yasayan toplum
eczanesi oran1 (%43) da azzimsanmayacak niceliktedir. Buradan hareketle, dagitim kanallarinin tedarik
zincirlerini gozden gegirip talep edilen {irlinleri en kisa siirede toplum eczanelerine ulastirmay1 saglayan
lojistik yapiy1 kurmalar1 gerekmektedir. Kisisel koruyucu ekipman temini ise ayrica irdelenmesi gereken

bir konudur. Koronaviriis hastaligindan korunmada maske, siperlik, tulum gibi ekipmanlarin kullanimi



204 Calikusu ve ark. Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 194-211, 2021

toplum eczacilar1 i¢in olduk¢a dnemli olmasina ragmen bu ekipmanlarin temininde gerek talep edilen
iriinlerin piyasada bulunamamasi gerek de ekipmanlarin yiiksek fiyatli olmalar1 toplum eczacilari
tarafindan 6nemli sorunlar olarak belirtilmistir. Pandemi siirecinde talep edilen iiriinlerin dagitim kanallar
tarafindan zamaninda teslim edilme durumu ile cinsiyet (p=0.259), eczanenin konumu (p=0.081) ve ayn1
konumda hizmet verme siiresi (p=0.070) bakimindan iligski bulunamamis ancak eczacinin yasi ile teslim

sliresi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski tespit edilmistir (p=0,004).

Pandemi Doneminde Yeni Uygulamalar

Pandemi doneminde eczacilik hizmetlerinde tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bazi yeni
uygulamalar géze ¢carpmaktadir. Pandeminin ilk donemlerinde yeterli maskenin piyasada bulunamamasi
ve yiiksek maliyetli olmasi, 65 yas tistii ve 20 yas alt1 kisilere uygulanan sokaga ¢ikma yasaklari nedeniyle
bu yas gruplarindaki hastalarin ilaclara erisiminde sorun yasamalar1 baz1 yeni uygulamalar1 giindeme
getirmistir. Maskelerin {icretsiz bir sekilde vatandaglara gonderilen kodlarla toplum eczanelerinden
verilmesinin yani sira raporlu ilaglarin devam regetelerinin hastalarin herhangi bir saglik kurulusuna
gitmeksizin eczaneler tarafindan diizenlenen devam regeteleriyle verilmesi bu uygulamalardandir. Bu

uygulamalara yonelik olarak toplum eczacilarmin goriisleri Tablo 8 ve Tablo 9 *da verilmektedir.

Tablo 8. Toplum Eczanelerinden Ucretsiz Maske Dagitimn Konusundaki Goriislerin Dagilimi

Maskeler en hijyenik sekilde eczanelerden dagitilabilir. 50 (%37)
Eczanelere yeterince maske gelmemistir. 36 (%26.7)
Maskeler gelmeden vatandaslara ilgili kodlar gitmistir. 62 (%45.9)
Maskeler kutularda 5' li ambalaj olmadan gelmis; bu nedenle maskelerin hijyenitesi risk altinda 109 (%80.7)
kalmstir.

Eczanelere basvuran Kkisi sayisinin artmasina neden olmakta dolayisiyla bulas riski 107 (%79.3)
yiikselmektedir.

EczanelerdeKi is yiikii artmakta, eczacilik hizmetlerinde aksamalara neden olabilmektedir. 104 (%77)

Tablo 9. Hastalarin Eczanelerden Taleplerini Karsilamak Uzere Yeni Bir Diizenleme Yapilmasi

Gerekliligi ile Tlgili Goriislerin Dagilimi

Evet 72 (%52.6)
Hayir 65 (%47.4)

Tablo 8’den anlasilacagi iizere, toplum eczanelerinden ticretsiz maske dagitimi uygulanmasinda
bazi Onemli sorunlar yasanmistir. Maskelerin eczanelere ulasmadan ilgili kodlarin vatandaglara
gelmesinin ve maskelerin 5°li ambalajlar halinde paketli durumda olmamasiin eczacilarin is yiikiinii
arttirdify; ayrica maske hijyeninde sorunlar olusturdugu belirtilmistir. Ucretsiz maske uygulamasindaki
en kritik nokta, eczaneye bagvuran kisi sayisinin artmasi dolayisiyla bulag riskinin artmasi ve eczacilik
hizmetlerinde bazi aksamalarin olma ihtimalidir. Maske almak {izere eczaneye bagvuran kisilerin iigte

birinin Covid-19 hastasi olmasi ise bu riski gozler 6niine sermektedir.
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Ulkemizdeki ilgili yasa ve yonetmelikler geregi hastalar/kisiler ihtiyac duyduklar: ilag, tibbi
malzeme ve kozmetikleri toplum eczanelerinden temin etmektedirler; eczanelerin ilag ve kozmetikleri bu
kisilerin bulunduklar1 yerlere teslim etmeleri gibi bir durum s6z konusu olmamaktadir. Ancak pandemi
donemindeki tedbirler nedeniyle sokaga ¢ikmasi yasaklanan kisilerin ilaglari, olusturulan destek gruplari
araciligtyla eczanelerden alinarak ilgili hasta kisgilere ulagtirilmistir. Arastirmaya katilan toplum
eczacilarinin ¢ogu, Tablo 9’dan da anlasilacagi lizere mevzuatta bdyle bir uygulama olmamasina ragmen
eczacilik hizmetlerini ilgilendiren yasa ve yonetmeliklerde bu konu ile ilgili olarak bazi degisiklikler
yapilmast gerektigini belirtmistir. Hastalarin eczanelerden taleplerini karsilamak iizere yeni bir
diizenleme yapilmasi gerekliligi hakkindaki diistincelerle ilgili olarak yas (p=0.026), cinsiyet (p=0.406),
eczanenin konumu (p=0.879) ve ayni konumda hizmet verme siiresi (p=0.120) arasinda ise istatistiksel

acgidan anlamli bir iliski bulunamamustir.

Is Yiikii

Pandemi doneminde hayata gegirilen yeni uygulamalar, toplumun kisisel koruyucu ekipman ve
bazi ilag ve gida takviyelerine olan artan talebinin yani sira Covid-19 hastaligina yakalanan ya da hasta
biriyle temas etmis olan eczane personelinin is giicii kayb1 nedeniyle toplum eczanelerinin is yiikii biiytlik
Olciide artmistir. Tablo 10 ve Tablo 11°de toplum eczanelerinin is yiikiiniin artma nedenleri ve personel

ihtiyaglarina yonelik goriisleri verilmistir.

Tablo 10. Calismaya Katilan Eczacilarin s Yiikiinii Arttiran Nedenlerin Dagilimi

Recete Sayisi 14 (%11.1)
Ilag ve gida takviyelerine talep 61 (%48.4)
Kisisel koruyucu ekipman ve hijyen malzemelerine talep 99 (%78.6)
Ucretsiz maske dagitimi 122 (%96.8)

Tablo 11. Calismaya Katilan Eczacilarin Personel ihtiyaglarma Yonelik Goriislerinin Dagilim

Pandemi siirecinde personelin ¢cahismak istememesi 8 (%05.8)
Artan ig yiikil nedeniyle personel ihtiyacinin dogmasi ancak ekonomik kosullar nedeniyle istihdam 37 (%27)
edilememesi

Artan is yiikii nedeniyle teni personel istihdam zorunlulugu 5 (%3.6)
Pandemi siirecinde mevcut personelin yeterli olmasi 87 (%63.5)

Tablo 10 ve Tablo 11°den anlasilacagi iizere is yiikiintin artmasinin en énemli nedeni, toplumun
Covid-19 hastaligindan korunmak tizere ihtiya¢ duydugu koruyucu ekipman (maske, eldiven vs.) ve
dezenfektan gibi hijyen malzemelerine artan taleptir. Artan is yiikiine karsilik arastirmaya katilan toplum
eczacilarinin %27’si yeni personel istihdam etmek istemis ancak ekonomik kosullar1 elvermedigi igin

basarili olamamustir.
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Covid-19 pandemisi ekonomik ag¢idan tiim sektorleri etkilemistir. Pandeminin kontrol altina
alimasi, ¢alisanlarin gelirlerinin devam ettirilmesi ve isletmelerin olasi zararlarinin asgariye indirilmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir [36]. Bu siirecte toplum eczacilarinin ekonomik sorun yagama durumu ve

gelirlerindeki degisiklikleri igeren veriler Tablo 12 ve Tablo 13°de gosterilmektedir.

Tablo 12. Calismaya Katilan Eczacilarin Ekonomik Sorun Yasama Durumlarinin Dagilimi

Evet 61 (%44.5)
Hayir 76 (%55.5)

Tablo 13. Calismaya Katilan Eczacilarin Gelirlerindeki Degisikliklerin Dagilimi

Artan 21 (%15.3)
Azalan 72 (%52.6)
Degisiklik olmayan 44 (%32.1)

Tablo 12 ve Tablo 13’ten anlasilacag iizere arastirmaya katilan toplum eczacilarinin yarisindan
fazlas1 pandemi siirecinde gelirinin azaldigini; yarisina yakini ise ekonomik sorun yasadigini belirtmistir.
Bu durum karsisinda ekonomik veya sosyal destek alan toplum eczacisi sayisi ise oldukca azdir.
Calismaya katilan eczacilarin ekonomik sorun yasama durumlari ile yas (p=0.849), cinsiyet (p=0.241),
eczanenin konumu (p=0.131) ve ayn1 konumda hizmet verme siiresi (p=0.634) arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir iligki bulunamamustir.

Aragtirma sonuglarindan hareketle, tilkemizdeki toplum eczacilarinin pandemi siirecinde biiyiik
bir 6zveriyle eczacilik hizmetlerini verdikleri ancak ayni zamanda bir¢ok sorunla da basa ciktiklar
anlasilmaktadir. Ozellikle, maskelerin iicretsiz olarak toplum eczaneleri araciligryla verilmesi eczacilarin
is yiikiinii artirarak eczacilik hizmetlerinde bazi aksamalara neden olmus, buna ek olarak vatandaglarin
maske almak iizere eczanelerde yogunluk olusturmasi mesafenin korunamamasi riskini dogurarak bulag
ihtimalini de arttirmustir.

Toplum eczacilari, kisisel koruyucu ekipman tedariginde ciddi zorluklar yasamis; gerek ihtiyag
duyulan ekipmanin piyasada bulunamamasi gerekse yiiksek maliyet nedeniyle bu ekipmanlara yeterince
erisememistir. Pandemi doneminde uygulanan kisitlamalar sosyoekonomik acidan her sektorii etkiledigi
gibi toplum eczanelerini de etkilemis, eczacilar mali agidan zor bir durumda kalmistir. Buna karsin toplum
eczacilart herhangi bir kurum ya da kurulustan destek alamamis, 6z sermayeleri ile isletmelerini ayakta
tutmaya ¢alismstir.

Toplum eczaneleri halkin rahatlikla giivenilir bilgiye erisebildigi saglik kuruluglaridir. Pandemi
stirecinde toplum eczacilar ile hastaliktan korunma, tedavi ve bulas yollar1 gibi konularda giincel

bilgilerin aktarilmasi konusunda gerek iilkemizdeki saglik otoritesi olan Saglik Bakanlig1 gerekse meslek



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 194-211, 2021 Calikusu ve ark. 207

Orgiitiniin bu bilgileri hizla aktarmasi, hastalikla ilgili en dogru bilgilerin toplumla paylasilmasi
noktasinda 6nem arz etmektedir.

Yakin donemde bir benzeri yagsanmamus biiyiikliikteki bu pandemiyle miicadelede ulusal bir acil
durum eylem plan1 varliginin toplum eczacilar i¢in yol gosterici olacag diistiniilmektedir. Pandemi ya
da dogal afetler gibi olagan dis1 durumlarda toplum eczacilarimin eczacilik hizmetlerini yerine
getirebilmeleri amaciyla ihtiyag duyduklar1 tibbi iirlin ve ekipmanlari nasil tedarik edebileceklerinin yani
sira gerektiginde mobilize olabilmeleri ve hangi kosulda olursa olsun mesleki bilgilerini toplumun
ihtiyaclari i¢in kullanabilmeleri toplum sagligi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Sonug olarak, koronaviriis hastaliginin 11 Mart 2020' de DSO tarafindan bir pandemi olarak ilan
edilmesinden sonra benzeri goriilmemis nitelikte ve dlgekte kiiresel bir saglik krizi baslamistir [37].
Ulkelerin salgina verdikleri tepki, strateji tiirii ve uygulanan adimlarin zamanlamasinda da farkliliklar
goriilmiigtiir. Uygulanan yaklasim ne olursa olsun, toplum eczacilariin saglik hizmetlerinin
sunulmasinda etkin role sahip oldugu diinyaca kabul edilmistir [38]. Toplum eczaneleri pek c¢ok iilkede
ulusal diizeyde temel saglik hizmeti sunucusu olarak tanimlanmis; bazi {ilkelerde eczanelerin tiim hafta
boyunca agik kalmasi saglanarak eczacilik hizmetleri kamuya acgik ve erisilebilir kalan birka¢ hizmetten
biri haline gelmistir [39, 40].

Bu calismada toplum eczacilarinin Covid-19 pandemi siiresince baslica yasadigi sorunlar;
ozellikle kisisel koruyucu ekipman ve hijyen malzemelerine talebin fazla olmasi nedeniyle is yiikiiniin
artmasi, personel ihtiyaci, hastaliktan korunmak i¢in kendi imkanlari ile tedbir almalari, toplumun
pandemi siiresince ihtiyag duydugu ila¢ ve iriinlerin dagitim kanallar1 tarafindan zamaninda teslim
edilmemesi, maskelerin topluma ticretsiz dagitimi siirecinde ¢ok fazla kisi ile temas etmek durumunda
kalmalar1 ve 6zellikle ekonomik sorun yasayan eczacilarin ekonomik ve/veya sosyal destek alabilecekleri
kurum veya kuruluslarin olmamasi olarak ortaya ¢ikmustir.

Eczacilik mesleginin pandemi gibi durumlar karsisinda daha etkin yanit verebilecek sekilde nasil
donatilabileceginin analiz edilmesi gerekmektedir. Yapilan galigmalar, eczane galisanlarinin biiyiik bir
kisminin daha 6nce kiiresel bir saglik acil durumuna aktif olarak dahil olmadigint ve acil durumlara
hazirliklt olmak konusunda egitim almadiklarimi gdstermektedir [41]. Bu durumla basa ¢ikabilmek igin
oncelikle eczacilik egitim miifredatlarina pandemi ve dogal afet yonetiminde eczacinin roliine yonelik
derslerin konmasi1 6nerilmektedir. Eczacilarin kolay ulasabilecegi kaynaklar yaratmanin énemli oldugu;
ozellikle Covid-19 ile ilgili konularda web ortaminda seminerlerin diizenlenmesinin yararli olacag
diistiniilmektedir. Ayrica, eczacilarin sorun ve endiselerini giderebilmek adina bir destek toplulugu

olusturulmasi eczacilar i¢in 6nemli bir kazanim olacaktir.
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ABSTRACT

Objective: Tuberculosis as a global epidemic since years due to vigorously changing dynamics of its
causal pathogen, Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv (M. tuberculosis). This pathogen has worsened the
situation therefore making it so challenging and hard to overcome. In this manuscript, we have used the
computational approaches for ATP-binding protein of Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv (M. tuberculosis)
that helps in transportation of metal ion across the plasma membranes and resultant generating an
electrochemical gradient. Rv1463 a hypothetical protein possessing ATP binding motif (WalkerA)
(GXXXXGKS/T), and (Walker B) (DEXXXXXD) and significance of these motifs in ATP binding and
hydrolyzing activities. It shows the ATP-binding property by interacting with transcriptional regulatory protein
and showing the interacted compounds as magnesium (Mg) and Adenosine di phosphate (ADP).
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Material and Method: The structure of Rv1463 has been build by the Swiss Model webserver and
molecular docking was done using AutoDock.

Result and Discussion: In the mutational analysis which confirms that D175 residues was common in all
interactions which may change the protein conformation. These computational approaches can be helpful in
developing new strategies in treatment of this disease.

Keywords: Molecular docking, Mycobacterium tuberculosis, Rv1463, tuberculosis
0z

Amag: Tiiberkiiloz, patojeni olan Mycobacterium tuberculosis H37Rv'nin (M. tuberculosis) siddetle
degisen dinamigi nedeniyle yillardan beri kiiresel bir salgin olmugtur. Bu patojenin durumu daha da
katiilesmektedir ve iistesinden gelmek zorlagmaktadir. Bu yazida, metal iyonunun plazma membranlar: boyunca
tasinmasina yardimct olan ve sonugta bir elektrokimyasal gradyan olusturan Mycobacterium tuberculosis
H37Rv'nin (M. tuberculosis) ATP baglayict proteini i¢in hesaplama yaklagimlarimi kullandi. Rv1463, ATP
baglama motifi (WalkerA) (GXXXXGKS / T) ve (Walkera) (DEXXXXXD) iceren varsayimsal bir protein ve bu
motiflerin ATP baglama ve hidrolizleme aktivitelerindeki onemi iizerinde duruldu. ATP baglanma ozelligini,
transkripsiyonel diizenleyici protein ile etkilesime girerek ve etkilegimli bilesikler magnezyum (Mg) ve Adenosin
di fosfat (ADP) ile gésterir.

Gerec¢ ve Yontem: RvI463%in yapisi SwissModel web sunucusu tarafindan olusturuldu ve AutoDock
kullanilarak molekiiler yerlestirme yapuildi.

Sonu¢ ve Tartisma: Mutasyonel analizde, D175 Kalintilarimin protein yapisimi degistirebilecek tiim
etkilesimlerde ortak oldugunu dogrulandi. Bu hesaplama yaklasimlari, bu hastaligin tedavisinde yeni stratejiler

gelistirmede yardimci olabilir.
Anahtar Kelimeler: Molekiiler kenetlenme, Mycobacterium tuberculosis, rv1463, tiberkiiloz

INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) has become one of the major causes of death in many countries due to its
highly infectious effect and is deadly in combination with the human immunodeficiency virus (HIV)
[1]. Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv (M. tuberculosis) is unique in its way as it do not contain a
phospholipids external layer, secondly, it is acid-fast Gram-positive bacterium that do not take up the
stains because of the high lipid and Mycolic acid content of its cell wall [2-4]. Though it is a pulmonary
disease but sometimes it can also occur in other parts of the body like the brain, genital parts, eye, etc.
Exceptionally, Mycobacterium tuberculosis Hs7Rv (M. tuberculosis), can persist inactively for a very
long time in the alveolar macrophages by developing a permanent structure known as granuloma [5-7].
With great achievement in treating this disease, though the frequency of TB has been reduced to a good
amount worldwide, but with the emergence of multidrug-resistant (MDR) and extensively drug-resistant
(XDR) TB another extraordinary feature of this bacterium highlighted as it modified its molecular
system [8,9]. Among many features of this bacterium that is responsible for its virulence, one of them
is its ATP binding and hydrolyzing proteins which are responsible for various cellular mechanisms like
cell signaling, cellular energetic, etc. One of the examples of ATP binding and hydrolyzing genes are
ABC transporters family [10]. ABC transporter family is one of the huge and prominent superfamily of
transporters gene that contributes widely in various physio-chemical processes taking place in a living
cell [11]. The process of transportation conducted by ABC transporters is promoted by ATP. The

process includes the binding of nuclear binding domains (NBDs) of ABC transporters with the Adenine
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triphosphate (ATP) and followed by ATP hydrolysis for energy production required for this process to
be carried out. NBD is the most conserved domain of the transporters, having all about 40-45%
conserved sequences, irrespective of their substrate specificity and their origin [12,13]. Approximately
all NBD-containing proteins are responsible for the transportation of substrate across the plasma
membranes. In prokaryotes, the assembly of these domains is somewhat different as this is often found
that separate subunits are assembled into a membrane-bound complex whereas in eukaryotes they are
found to be fused into a single polypeptide chain [14].

The NBDs of ABC transporters performs various functions like ATP binding and hydrolysis,
own highly conserved amino acid sequences, like the Walkera (ATP/GTP binding site motif which can
be described as [AG-x(4)-G-K-[ST], where X is any amino acid), the Walkerg (ATP/GTP binding site
motif D-E-x(5)-D). Studies revealed that in other ATP binding proteins, Walkera motif binds to ATP
by the assistance of the oxygen molecules of the -and y-phosphates on the examined amino acids like
lysine and glycine of the respective motif [15-17]. Membranous proteins like ATPases perform
functions like the folding of proteins and degradation of proteins, replication initiation, DNA repair
mechanism, and the transport of substances across the membrane using the energy released during ATP
hydrolysis [18,19]. Some ATPases of M. tuberculosis like P-type ATPases are induced during infection
only and play a key role in the survival of bacilli [20]. Highpoints of this manuscript include essential
features of Rv1463 and provide important informations regarding the untouched sites of this bacterium

that might provide a significant aspect of the molecular mechanisms involved in pathogenesis.

MATERIAL AND METHOD
Conserved hypothetical protein Rv1463 contain ATP binding motifs

M. tuberculosis genome has 4173 genes and database provides the most accurate annotation and
is an appropriate tool to find out genomics and proteomics studies of this pathogenic mycobacteria.
Mycobrowser database (https://mycobrowser.epfl.ch/genes/) is a large database server and a huge
depository for the comprehensive genomic and proteomic study of mycobacteria species [21,22]. To
study the sequence alignment between Rv1460 and Rv1463 was done by Clustal Omega, which is more
truthful than earlier versions, it is allowing the large dataset to be aligned and having multiple processors
which measured by a range of well-liked benchmarks [23,24]. To study the protein-protein interaction
using STRING database (https://string-db.org/) contain a large amount of data including chemical
properties and protein structures. These servers are implemented for the functionality aspect to
differentiate between the proteins and chemicals not required for study purposes. The interpretation of
the interaction result shown separately for each data and the cutoff value as low confidence: scores <0.4;
medium: 0.4 to 0.7; high: >0.7 [25,26].
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Protein subcellular localization

The localization of the Rv1463 studies gave beneficiary results for our analysis; we could easily
do this by the TBpred and CELLO2GO server. TBpred (http://crdd.osdd.net/raghava/tbpred/) is an
SVM-based server to predict the Mycobacterial protein localization. TBpred helps in predicting the
protein localization in the cytoplasm, integral membrane, lipid-anchored, and secreted proteins [27].
Cello2Go webserver (http://cello.life.nctu.edu.tw/cello2go/) predicted the localization and the gene
ontology annotation like molecular function, biological process, and cellular component [28,29].

Molecular modeling and Model validation

Molecular modeling demonstrates the presentation of atoms which facilitates through intensely
précised (i.e. superior to test) numerical recreation, utilizing hypothetical information to determine the
functions of protein [30]. Before the molecular modeling, we first predicted the two-dimensional
structure of Rv1463 by using PSIPRED webserver [31]. The 3D model of the protein is essential for
predicting the functions of protein and protein structure from its sequence is a challenging task for
biologists but with the advancement, in technologies, we can easily predict the 3D structure of a protein
by using an online webserver. Swiss Model is an online webserver that predicted the 3D model because
of template-based modeling such as homology modeling which is one of the most consistent methods
for producing the realistic 3D structure. With the help of modeling, we have discovered the drug,
designing of ligand, sorting of the compounds on libraries, simulation studies of molecules their
properties and behavior on an atomic level, etc. The cutoff estimation of the Swiss model as GMQE and
QSQE means the quality estimation which combines properties from the target-template alignment and
the template structure and qualitative model energy analysis which describing the major geometrical
aspects of protein structures [32-34]. SAVES metaserver validated the predicted 3D modeled structure.
Here the Ramachandran plot shows the overall geometry of the model which demonstrates the validated
score and result which includes favored, allowed, and disallowed regions [35-37].
Molecular docking of Rv1463 with Phosphate, FDA approved TB drugs, and identify Natural
inhibitors

Because of the drug resistance, it becomes so difficult to cure the disease pattern. The basic
orientation between the receptor and the compound is provided by molecular docking analysis which
was done by AutoDock Vina. For receptor preparation, the grid parameter was saved in CONF file. By
using molecular docking, using pyrimidine nucleotide ADP, ATP, and FDA-approved TB drugs [38-
40]. Discovery Studio BIOVIA (Discovery Studio Visualizer) has analyzed the 2D ligand-receptor
interaction analysis of Rv1463 complexes which suggested the interacted residues in active sites and
therefore further mutation analysis at these residues was done to confirm whether this mutation

destabilizes protein or not [41].
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Structural based mutation-induced stability deviations

At present, the prediction of the mutations can be done accurately with the help of various
evolutionary tools [42]. In mutational analysis prediction by the physiochemical hypothesis can predict
and can accurately measure the information which created the exact and versatile in silico way to deal
with the mutation stability and changes that occur in the structure by the sequence-based predictions
[43-44]. This study provides information regarding the protein stability results from a single point
mutation. In this way, understanding has been created regarding the impacts of protein due to changes
that occurred in the structure and connecting them with the size of the entire proteome.

RESULT AND DISCUSSION
Conserved hypothetical protein Rv1463 contain ATP binding motifs

In prokaryotes, the two ATP molecules are sandwiched between the Walkera (ATP binding site
motif A) (GX(4) GKS/T), and Walker, (ATP binding site motif B) (DEXXXXXD) motifs of one
monomer of ABC transporter [15,16]. After the sequence has retrieved from the Mycobrowser database
showing Rv1463 has 801 bp gene length which means the protein length is 266 amino acids [20]. We
have used the FASTA format amino acid sequence for sequence alignment by Clustal Omega to find
out the similar region in between Rv1460 and Rv1463 and there is 51 percent good alignment else rest
sequence shows average identity [23,24]. Here, in sequence alignment the ATP binding motifs A and B
(GX(4)GKS/T and DEX(5)D) showing in the black outline (see Figure 1). Further analysis of Rv1463
protein-protein interaction was done by STRING database showing its interaction with Rv1461,
Rv1462, csd, Rv1465, Rv1466, Rv1460, Rv3778c, Rv3284, Rv1459c and Rv2204c it listed here from
increasing to decreasing order according to the predicted score (see Figure 1) [25,26]. The interacting
functional partner Rv1463 is the ATP-binding protein ABC transporter and the highest interaction score
with Rv1461 and Rv1462 is 0.999 is the outstanding outcome.

Protein subcellular localization

The predicted outcome of the subcellular localization was done by TBpred and CELLO2GO
webserver and here it is predicted Rv1463 as a cytoplasmic protein which score is 2.8665111 cleared
by amino acid composition based SVM method [27]. Using CELLO2GO prediction the protein topology
and annotation of Rv1463 showing the localization in the cytoplasmic region with 96.7% else predicted
the outcome of molecular function as ATPase activity with 27.2%, the biological process and cellular

component (see Figure 2) [28].
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Figure 1. Conserved hypothetical protein Rv1463 contain ATP binding motifs: (a)
Clustal Omega result outcome demonstrates multiple sequence alignment of Rv1463
and Rv1460 protein where the homology is shown 51% good alignment and a black
box showing the ATP-binding motifs (A and B). (b) The protein-protein interaction
of Rv1463 protein depicts here Rv1461 and Rv1462 is the highest scorer 0.999.
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Figure 2. Protein subcellular localization: CELLO2GO webserver predictions are
shown in these pie charts which showed the predicted localization and gene

annotation.

Molecular modeling and Model validation

The secondary structure prediction was done by the PSIPRED webserver which shows this
protein has 36.46% a-helix, 22.55% B-sheet, and 40.99% coiled region (see Figure 3) [31]. Finally, the
three-dimensional structure prediction of the protein is used for the many essential biophysical and
biochemical errands. For molecular modeling the FASTA format amino acid sequence retrieved from
the Mycobrowser and using Swiss Model webserver, is based on the template-based homology
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modeling. After acquiescing the amino acid sequence the best template comes out PDB ID: 2D2E which
is SurfC protein (Crystal structure of atypical ABC-ATPase SurfC from Thermus thermophilus HB8)
with 56.43% identity. The predicted model of Rv1463 is a monomer oligo state and no ligand bound
with it the cutoff estimation of the GMQE is 0.70 and QMEAN is -0.30 with the satisfactory result where
the 100% residues are modeled (see Figure 4) [34,35]. Modeled protein of Rv1463 validated by the
Ramachandran plot analysis which is done by SAVES metaserver (PROCHECK). After analysis of the
Ramachandran plot of our modeled protein, the structure of Rv1463 showed that 94.8% of residues have
passed the criteria of most favored regions. Although, the other additional allowed residues of 4.7% and
the disallowed region is 0.5%. The RAMPAGE server predicted the protein structure based on ¢, y
angle of individual residues (see Figure 5) [36-38].

fwc CCEEEEEEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEEEEECCCCEEEEECCCCCCHH
MTILEI KDLHVSVENPAEADHEI PI LRGVDLTVKSGETHALMGPNGSGKS

13
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# HGGI LLI THYTRILRYI HPEYVHVFVGGRI VESGGSELADELDQNGYVRF

re CCCECCCCCCCCCCCCC
» SPASGRYPHQPAPTGA

Figure 3. PSIPRED webserver predicted the secondary structure in this graphical
output shows 11 a-helices extends and 10 B-strands which score 36.46% a-helix,
22.55% B-sheet and 40.99% coiled region.

Molecular docking of Rv1463 with Pyrimidine nucleotide and FDA approved TB drugs

The basic orientations between the receptor and the compound are provided by docking studie
s using AutoDock Vina. For the ligand-receptor preparation as the pdbgt form following the given steps
[39]. After the ligand receptor preparation set the grid parameter in CONF file for the site-specific
docking in the active site (see Figure 6). The set parameter of the CONF file is center X-7.148, Y-
56.976, and Z-29.242 whereas the size X-24, Y-26, and Z-22. In the molecular docking studies with the
pyrimidine nucleotide ADP and ATP, the docking score of the ADP is -8.5 kcal/mol and ATP is -6.7

kcal/ mol.
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Figure 4. Protein modeling using Swiss Model webserver (a) Rv1463 predicted

model cartoon represents (b) The PDB 2D2E template alignment. (c) Local quality

estimate graph (d) Model lies in the non-redundant set of PDB structures.
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Figure 5. Model validation by using SAVES (PROCHECK) server here the
Ramachandran plot shows 94.8% residues are in the most favored region.

Docking studies against the FDA-approved TB drugs the selected high binding affinity score
targets are Clofazimine -8.4 kcal/ mol and Delamanid -8.3 kcal/mol. They both are used in the treatment
of the drug-resistant TB. Clofazimine works by binding to the guanine bases, thereby blocking the DNA
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template and inhibiting bacterial proliferation. Delamanid inhibits the synthesis of a component of the
mycobacterial cell wall as mycolic acid and ketomycolic acid [40,41]. By using BIOVIA tool to analyze
the two-dimensional interaction between ligand-receptor we found that the pyrimidine nucleotide and
TB drugs have some similar interacted residues ILE173 and ASP175 else interacted residues within the
active pocket (see Figure 7) [42].

Figure 6. Preparation of the grid box related to Site specific docking here, possible

bindings of all of the ligands within the active sites in the box.

Figure 7. 2D interaction analysis of the pyrimidine nucleotide (a) ADP (b) ATP and
TB drugs (c) Clofazimine and (d) Delamanid.
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Structural based mutation-induced stability deviations

The mutation analysis at the respective residues i.e. ILE173 and ASP175 was done by DynaMut
webserver which confirms whether this mutation destabilizes protein or not. In protein stability after the
single point amino acid mutation with other Nucleophilic, Hydrophobic, Aromatic, Acidic, Amide and
basic amino acid of Rv1463 which evaluate the mutational amino acid in (kcal/mol) value which defines
that negative values of the mutated residues and decreases the protein stability [43,44]. The mutational
analysis predicted the Rv1463 protein was maximally destabilizing on position ASP175 by changing
Aspartate into Alanine (ASP175ALA) and Glycine (ASP175GLY). The predicted destability value
mostly destabilizing on positioned Aspartate into Alanine -0.583 kcal/mol and Aspartate into Glycine -
0.379 kcal/mol. Here, Aspartate into Alanine (ASP175ALA) mutation predicted as the most
destabilizing and it will destabilize the protein conformation (see Figure 8) [45-47]. As many studies
already revealed the importance of ATP binding genes in various biological processes of living
organisms, thus this work delivers importance of Rv1463 as different and interesting part for

understanding the molecular mechanism of survival of this bacterium.

)
Figure 8. In mutation analysis on selected residues ASP175 for visualizing the drastic

changes in interatomic interaction between (a) wildtype (b) mutant (ASP175ALA) and
(c) mutant (ASP175GLY) which shows mutation showing the bond disruptions which

predicted drastic changes in protein stability.

This worldwide threat mystified the new discoveries by developing resistance to each line drugs
and increases the mortality rate worldwide. This situation demands for innovative way to deal with this

bacillus and reduce this global problem. In our current study it emphasizes that these proteins can be
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used as a potential target for developing anti -TB approaches. Rv1463 is conserved hypothetical protein
whose function are still unknown and not studied earlier as well. Rv1463 contains both ATP binding
motifs A and B (GX(4)GKS/T and DEX(5)D) and many other properties which resemble that it with an
ATP binding and ABC transporter gene. This study provides essential characteristics of the potential
ATP binding properties. Mutational analysis predicted the essentiality of ASP175 residue of the Rv1463
which mutated with Alanine has destabilize the protein conformational changes in the stability. As
discussed earlier the importance of ATP molecule which helps in the survival and pathogenesis of M.
tuberculosis, so disruption in these genes can disrupt the bacilli pathogenesis and its survival rate. These

might be used as potential novel drug target.
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Amac: Bu ¢calismada oncelikle salkonlar ve bu salkon tiirevierinin hidrazitler ile reaksiyonu sonucu halka
kapanmast ile olusan 4,5-dihidro-1H-pirazol yapisindaki bilesikler sentez edilmis ve sentezlenen tiim
bilesiklerin antimikrobiyal ve antitiiberkiiler etkileri aragtirilmistir.

Gerec ve Yontem: Benzaldehit ve asetofenon tiirevlerinin alkali ortamda metanol i¢indeki reaksiyonuyla
elde edilen salkonlarn, hidrazit tiirevleri ile etanol igindeki reaksiyonu sonucu 4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevieri
elde edilmistir. Sentezlenen bu bilesiklerin antimikrobiyal etkileri mikrodiliisyon yontemiyle, antitiiberkiiler
etkileri ise mikroplaka alamar mavisi deneyi ile saptanmugtir.

Sonu¢ ve Tartisma: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa izolat (gentamisine direngli) ve Candida albicans’a karsi 4,5-dihidro-1H-pirazol
yapisindaki bilesiklerin salkonlardan daha etkili oldugu bulunmugstur. Staphylococcus aureus’a karsi ise
salkonlar 4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevierinden daha etkili bulunmugtur. Staphylococcus aureus izolat (MRSA)
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ve Mycobacterium tuberculosis’e karst hem salkonlar hem de 4,5-dihidro-1H-pirazol tiirevieri ayni etkiyi
gastermigstir. B21 bilesigi Candida krusei tizerinde flukonazolle ayni etkiyi géstermistir. B20 bilesigi ise
Candida krusei tizerine flukonazolden daha etkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal etki, antitiiberkiiler etki, 4,5-dihidro-1H-pirazol, salkon

ABSTRACT

Objective: In this study, first of all, chalcones and the compounds in the structure of 4,5-dihydro-1H-
pyrazole, which are formed by ring closure as a result of the reaction of the chalcones with hydrazides were
synthesized and the antimicrobial and antitubercular effects of all synthesized compounds were investigated.

Material and Method: 4,5-Dihydro-1H-pyrazole derivatives were obtained as a result of the reaction of
chalcones acquired by the reaction of benzaldehyde and acetophenone derivatives in methanol in alkaline
medium, with hydrazide derivatives in methanol. The antimicrobial effects of these synthesized compounds were
determined by microdilution method and their antitubercular effects were determined by microplate alamar
blue assay.

Result and Discussion: Compounds in the structure of 4,5-dihydro-1H-pyrazole were found to be more
effective than chalcones against Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa isolate (gentamicin resistant) and Candida albicans. Against the strain of
Staphylococcus aureus, chalcones were found to be more effective than 4,5-dihydro-1H-pyrazole derivatives.
Both chalcones and 4,5-dihydro-1H-pyrazole derivatives showed similar effect against Staphylococcus aureus
isolate (MRSA) and Mycobacterium tuberculosis. Compound B21 had the same activity with fluconazole against
Candida krusei. Compound B20 was found to be more effective than fluconazole against Candida krusei.

Keywords: Antimicrobial activity, antitubercular activity, chalcone, 4,5-dihydro-1H-pyrazole

GIRIS

Kandidalar insanin normal mikroflorasinda bulunan, bununla birlikte bagisiklik sisteminin
zayiflamasi ile insan i¢in tehdit olusturmaya baglayan firsat¢1 funguslardir. Bu funguslar, gastrointestinal
sistem, vajina ve agiz mukozasinin normal florasinda mevcut olup, viicudun bu kisimlarinda akut veya
kronik enfeksiyona yol agabilmektedirler [1,2]. 350’nin iizerinde kandida tiirii olmasina ragmen bu
kandida tiirlerinden Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida dubliniensis, Candida guillermondii ve Candida kefyr insanlarda hastaliga neden
olabilir [1,3].

C. krusei, C. albicans ile karsilastirildiginda epitelyal ve prostetik yiizeylere yapisma 6zelligi,
fosfolipaz iiretimi ve proteolitik enzim potansiyeli daha diisiik oldugu igin daha az virulan bir kandida
turtidiir. Fakat C. krusei’nin patojenitesi giin gectikge artmaktadir. C. krusei bagisikligi zayiflamisg
kisilerde fungemi, endoftalmi, artrit, endokardit gibi hastaliklara neden olabilmektedir [4].

Candida albicans, insan mikrobiotasinda en sik rastlanilan fungus tiiriidiir. Konak¢inin
bagisikliginda meydana gelen degisiklikler, stres gibi faktorlerin etkisi ile bazen Candida albicans
kolonisi asir1 biiyiiyerek yiizeyel mukozal enfeksiyonlardan, hematojen olarak yayilmis kandidiazise
kadar pek ¢ok hastaliga neden olabilmektedir [5].

Memelilerin bagirsak florasinda yasayan Escherichia coli, bagisikligin zayiflamasi ile birlikte
enterit, iriner sistem enfeksiyonu, septisemi, neonatal menenjit gibi hastaliklara yol agabilmektedir [6].

Pseudomonas aeroginosa, pndmoni, menenjit ve hastane enfeksiyonlar gibi pek ¢ok hastaliga neden olan,
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yiiksek morbidite ve mortalite olusturan, pek ¢ok antibiyotige kars1 direng gelistirdigi igin tedavisi zor
olan bir bakteridir [7]. Staphylococcus aureus, bakteriyemi, yumusak doku enfeksiyonlari, hastane
enfeksiyonlari, osteomiyelit gibi hastaliklara neden olabilmektedir. S. aureus baslangicta metisilin ile
tedavi edilebilirken sonrasinda metisiline direngli suslar (MRSA), daha sonralan ise ¢oklu antibiyotik
direnci gelistirdiginden tedavisi oldukca giictiir [8]. Enterococcus feacalis, insan florasinda dogal olarak
bulunan, hastane enfeksiyonlarina neden olabilen ve pek ¢ok antibiyotige karsi direng gelistirmis bir
bakteridir [9]. Mycobacterium tuberculosis, verem hastaligina neden olmaktadir. Yavas cogalan,
organizmada ¢ogalmadan uzun siire canli kalabilen bu bakteri, konak¢inin bagisikligi zayifladiginda aktif
hale gelmektedir [10].

Pirazol halkasi, biinyesinde birbirine komsu iki tane azot atomu tasiyan doymamis bir halkadir.
Pirazol halkasindaki ¢ifte baglardan bir tanesinin doyurulmasi ile elde edilen 4,5-dihidro-1H-pirazol
halkas1 gosterdigi ¢ok cesitli biyolojik etkileri nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢cekmektedir [11,12]. Bu
halka sisteminin sahip oldugu biyolojik etkilerden bazilar1 antimikrobiyal, antitiiberkiiler,
antiinflamatuvar [13,14], antioksidan [14], antidepresan [15] etkidir.

Salkonlar flavonoid ailesinin 6nemli bir tyesidir [16]. 1,3-Diaril-2-propen-1-on yapisindaki
salkonlar, dogada sebzeler, meyveler ve diger pek ¢ok bitkide bulunan renkli bilesiklerdir. Cis ve trans
izomerleri mevcut olan bu bilesiklerin, trans izomerleri daha dayanikli ve kararli oldugundan, ¢ogunlukla
trans izomer halinde bulunduklar1 goriilmektedir [17, 18]. Dogada yaygin olarak bulunan bu bilesikler
gosterdikleri farmakolojik etkileri ile dikkat ¢ekmektedir. Salkonlar antiinflamatuvar, antioksidan,
antikanser, antiviral [19], antitiiberkiler [19, 20], antifungal [19, 21-24], antibakteriyel [25, 26],
antimalaryal [27] gibi farmakolojik etkiler gostermektedirler. Biz de bu amagla sentezledigimiz 4,5-
dihidro-1H-pirazol ve salkon tiirevi bilesiklerin antifungal, antibakteriyel ve antitiiberkiiler etkilerini

arastirdik.

GEREC VE YONTEM
Sentez

Salkon tiirevleri potasyum hidroksit varlifinda metanol iginde asetofenon ve benzaldehit
tiirevlerinin reaksiyona girmesi ile elde edilmistir. Elde edilen salkon tiirevlerinin hidrazit bilesikleri ile
reaksiyona girmesi sonucu 2-pirazolin tiirevi bilesikler sentez edilmistir. Sentezlenmis bilesiklerin sentez

detaylar, fizikokimyasal ve spektral 6zellikleri daha 6nce yayilanmistir [28].

Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite Tayini

Bu calismada Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Candida albicans ATCC 10231 ve Candida krusei ATCC 6258 standart suslar1 kullanildi. Klinik izolatlar

olarak da E. coli izolat1 (ESBL: Genisletilmig spektrumlu beta laktamaz, tiim beta laktam antibiyotiklerine
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direngli), P. aeruginosa izolat1 (gentamisine direncli), Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus
izolati [MRSA (metisiline direngli), tiim betalaktam antibiyotiklere direngli], E. faecalis izolati [VRE
(vankomisine direngli)] kullanilmistir. Bakteriyel ve fungal duyarlilik testleri sirasi ile Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) M100-S16 [29] ve M27-A3 [30] 6nerilerine gére uygulanmigtir.

Bu caligmadaki kiiltiir ve mikrodiliisyon testleri icin Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck),
Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck), Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Merck), Sabouraud Liquid
Medium (SLM) (Merck) ve MOPS (Sigma) ile pH’1 7°ye ayarlanmis L-glutaminli RPMI-1640 besiyeri
(Sigma) kullanilmustir.

Ampisilin (Mustafa Nevzat ilag Sanayii), gentamisin (Paninkret Chem.-Pharm.), ofloksasin
(Zhejiang Huangyan East Asia Chemical CO. Ltd.), meropenem (Astra Zeneca), vankomisin (Mayne
Pharma), ampisilin/sulbaktam (1:1) (Mustafa Nevzat ilag¢ San.), amoksisilin/klavulanik asit (2:1) (Deva
lag), flukonazol (Pfizer) ve amfoterisin B (Bristol Myers Squibb) nin standard tozlari iireticilerinden
temin edilmistir. Test edilen bilesiklerin stok ¢ozeltileri DMSO’da ¢6ziilmiistiir. Standart antibiyotik
cozeltileri CLSI standartlarinda tavsiye edilen uygun ¢oziiciilerde ¢oziilmiistiir [29, 30].

Test edilen bilesiklerin stok cozeltileri ve standart olarak kullanilan ilaglar mikroplakanin
kuyucuklarinda ¢ift kath olarak seyreltilmistir. Sentezlenmis bilesikler 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8,
4,2,1,0.5 ug/mL konsantrasyonlarinda, standart ilaglar ise 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4,2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.03, 0.015, 0.008, 0.004, 0.002, 0.001 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanmustir.

Antibakteriyel duyarlilik testi i¢in mikroplakanin her bir kuyucuguna 100 ul Mueller Hinton Broth
(MHB) eklenmistir. Inokiilasyon i¢in kullanilan bakteriyel siispansiyonlar McFarland 0.5 yogunlugunda
taze kiiltiirler seyreltilerek 105 CFU/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Her bir mikroplak kuyucuguna
bu bakteri inokulumundan 10ul eklenmistir. Mikroplaklar 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, makroskobik olarak iiremeyi inhibe eden en diisiik madde konsantrasyonlari
minimum inhibitdr konsantrasyon (MiK) olarak saptanmustir.

Fungal duyarhlik testi i¢in, mikroplaklarin her kuyucuguna, MOPS ile pH 7’ye tamponlanmig L-
glutaminli RPMI-1640 besiyeri ilave edilmistir. Inokiilasyon icin kullanilan maya siispansiyonlari,
McFarland 0.5 yogunlugundan o6nce 1:100, sonra 1:20 oraminda seyreltilerek 2.5x10° CFU/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Mikroplaklar her bir kuyucuguna bu inokulumdan 10 pl eklenmistir.
Mikroplaklar 37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, makroskopik iiremeyi inhibe

eden en diisiik madde konsantrasyonlar1 minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak saptanmustir.

Antitiiberkiiler Aktivite Tayini

Mycobacterium tuberculosis H37RV ATCC 27294 susu Middlebrook 7H11 agar (Becton
Dickinson) i¢inde ¢ogaltildi. Kiiltiir siispansiyonlart %0.04 (h/h) Tween 80-%0.2 s1g1r serum albiimininde
(Sigma), Mac Farland 1 yogunlugunda hazirlandi. Siispansiyonlar sonra 7H9GC buyyon i¢inde 4.7 g
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Middlebrook 7H9 buyyon (Difco), 20 ml %10’luk (h/h) gliserol, 1 g Bacto Casitone (Difco), 880 ml
distile su, 100 ml oleik asit, albiimin, dekstroz ve katalaz (Sigma) ile 1:25 oraninda seyreltildi.

Bilesikler sonug konsantrasyonlar1 4096 pug ml? olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSO; Merck)
icinde ¢0ziildii ve 0.22 pm por ¢apina sahip filtreler (Millipore) ile siiziilerek sterilize edildi ve stok ¢ozelti
olarak kullamildi. Stok ¢ozeltiler sivi besiyeri ile seyreltildi. Izoniazit (INH) ve etambutol (EMB)
Sigma’dan temin edildi. INH ve EMB’nin stok ¢6zeltileri deiyonize suda hazirlandi. Bilesiklerin ve
standartlarin ¢ozeltileri hazirlandi ve mikroplaka kuyucuklarinda sivi besiyeri ile 4096, 2048, 1024,
512,...0,0625 pg ml* konsantrasyonlara seyreltildi.

Inkiibasyon sirasinda ortamin buharlasmasini en aza indirmek igin dis cevre kuyucuklarina iki yiiz
mikrolitre steril deiyonize su ilave edildi. 3 ile 11 arasindaki siitunlarda B’den G’ye kadar olan siradaki
kuyucuklara 100 pul 7H9GC buyyon ilave edildi. 2. ve 3. Siitunlardaki B’den G’ye kadar olan siradaki
kuyucuklara ¢ok kanall1 bir pipet kullanilarak 100 pl stok ¢ozelti eklendi. 100 pl 3. siitundan 4. siituna
aktarild1 ve kuyucuklarim igerigi karigtirildi. Siitun 10 ile ¢ift katl seri seyreltmeler yapildi.

2 ile 11 arasindaki siitunlarda B’den G’ye kadar siradaki kuyucuklara ¢ok kanalli bir pipet
kullanilarak 100 pl M. tuberculosis inokulumu eklendi. 11. siitundaki kuyucuklar biiyiime kontrolii olarak
kullanildi. Plakalar parafilm ile kapatildi ve 5 giin 37 °C’ de inkiibe edildi. 50 pl taze hazirlanmig 1:1
oraninda 10X Alamar Blue (AbD Serotec) indikatorii ve %10’ luk Tween 80 B11 kuyucuguna ilave edildi.
Plakalar 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe edildi. B11 pembeye dondiigiinde mikroplakadaki tim
kuyucuklara boya karisimi eklendi. Mikroplaklar yeniden parafilm ile kapatildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi ve tiim kuyucuklarin renkleri kaydedildi. Kuyucuktaki mavi renk iireme olmadigini, pembe renk
ise iireme oldugunu gostermektedir. MIK degeri maviden pembeye renk déniisiimiinii onleyen en diisiik
ila¢ konsantrasyonu olarak tanimlanmistir [31].

Her bir deneydeki tiim testler 3 kez tekrar edildi. Inokulum hazirlanmadan énce saflig1 ve canlilig
saglamak i¢in, mikroorganizmalar en az iki kez pasajlandi. Kalite kontrol suslari (ATCC) deneyin
dogrulugunu gostermek amactyla kullanildi ve biitiin sonuglar CLSI standartlarinda belirtilen MIK
degerlerinde bulundu. Sterilite kontrolii olarak inokiile edilmemis besiyeri kullanilmustir. inokiile edilen

ilagsiz besiyeri ise lireme kontrolii olarak kullanilmgtir.

SONUC VE TARTISMA

Oncelikle salkon yapisindaki E15, E16, E17 ve E18 bilesikleri, asetofenon ve benzaldehit
tiirevlerinin reaksiyonu ile elde edilmistir. Bu salkonlardan E15’in 2-tiyofen karboksilik asit hidrazit ile
reaksiyonu ile B21, E16’nin 4-metoksi benzoik hidrazit ile reaksiyonu ile B20, E17’nin 4-metoksi
benzoik hidrazit ile reaksiyonu ile B19 ve E18’in benzoik hidrazit ile reaksiyonu sonucu B18 elde

edilmistir (Sekil 1). Sentez edilen bilesiklerin formiilleri Tablo 1°de gosterilmistir.
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Sentezi gergeklestirilen bu bilesiklerin E. coli’nin, P. aeruginosa nmin, S. aureus’un, E. faecalis’in
farkl1 suglar iizerinde antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Antifungal etkileri, C. albicans ve C. krusei
suslar1 iizerinde, antitiiberkiiler etkileri ise M. tuberculosis kullanilarak test edilmistir. Elde edilen MIK
degerleri (ug/mL) Tablo 2’de gosterilmistir.

Salkon yapisinin pirazolin yapisina doniisiimil ile E. coli ATCC 25922 susu, P. aeruginosa ATCC
27853, P. aeruginosa izolat (gentamisine direngli) ve C. albicans’a kars1 etkinin arttigin1 gérmekteyiz.
Hem galkon hem de pirazolinler E. coli ATCC 35218 susu, E.coli izolat (ESBL) ve S. aureus izolat
(MRSA) iizerinde ayni etkiyi gostermistir. Bu da bu bakteriler iizerine etki s6z konusu oldugunda agik
zincir yapisi veya kapali halka yapisi arasinda bir fark olmadigini gostermektedir. Oysa S. aureus tizerine
salkon bilesiklerinin pirazolinlere gére daha etkili oldugunu gérmekteyiz. Bu da agik zincir yapisinin S.

aureus acisindan 6nemli oldugunu ifade eder.

R3
OH HC=— (0]
RS2 RY OH
4
COCH3 KOH | R
—_—
+ CH30H
Rl
R2
R? R ©

E15, E16, E17, E18
R!= OCHg, H R?>=Br,Cl,H R3=0OCHjs, H

R4=OCHjs, H
(e}

NH,— NH——C—R®
EtOH
A

geri geviren | R5=Fenil, tiyofen-2-il,
sogutucu 4-metoksifenil

PR
o R” (C halkasi)

B18, B19, B20, B21
Sekil 1. Bilesiklerin sentezi. Asetofenon ve benzaldehit tiirevlerinin oda sicakliginda metanol i¢inde KOH
varliginda reaksiyonu ile salkonlar, salkonlarinda hidrazit tiirevleri ile etanol iginde 1sitilmasiyla 4,5-

dihidro-1H-pirazol tiirevleri elde edilmistir.
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Tablo 1. Sentez edilen bilesiklerin formiilleri

Bilesik | R! RZ [R® R R®

B18 -OCHs -H | -OCHs | -H -Fenil

B19 -OCHs -H | -H - OCHz | 4-Metoksi fenil
B20 -H -Br | -H - OCHs | 4-Metoksi fenil
B21 -H -Cl | -H - OCHs | Tiyofen-2-il
E15 -H -Cl | -H -OCHs | -

E16 -H -Br | -H -OCHs | -

E17 -OCHs -H | -H -OCHs | -

E18 -OCHs -H | -OCHs | -H -

Tablo 2. Bilesiklerin antimikrobiyal ve antitiiberkiiler etkileri

MIK degerleri (ug/mL)
Bilesikler A B C D E F G H | J K |L
B18 64 128 | 128 64 64 256 64 | 128 | 128 | 64 64 | 64
B19 64 128 | 128 64 64 256 64 |64 | 128 | 32 64 | 64
B20 64 128 | 128 64 64 128 64 |64 |64 |32 16 | 64
B21 64 128 | 128 64 64 128 64 |64 |64 |32 32 | 64
E15 128 128 | 128 128 | 128 64 64 | 128 | 128 | 128 64 | 64
E16 128 128 | 128 128 | 128 64 64 | 128 | 128 | 128 64 | 64
E17 128 128 | 128 128 | 128 64 64 | 128 | 128 | 128 64 | 64
E18 128 128 | 128 128 | 128 64 64 | 128 | 128 | 128 64 | 64
Ampisilin 2 - >1024 | - - 0.5 - 05 |05 |- - -
Gentamisin 025 | - 256 1 64 0.5 128 | 8 8 - - -
Ofloksasin 0.015 | - 16 1 1 012505 |1 4 - - -
Meropenem 0.008 | - 0.015 | 0.25 | 0.015 | 0.03 | - 4 8 - - -
Vankomisin - - - - - 0.5 1 1 8 - - -
Ampisilin/ sulbaktam (1/1) - 16 |- - - - - - - - - -
Amoksisilin/klavulonik asit | - 16 | - - - - - - - - - -
(2/1)
Flukonazol - - - - - - - - - 0.0625 | 32 | -
Amfoterisin B - - - - - - - - - <0.03 | 05| -
Etambutol 4
Izoniazit 0.125

A: E.coli ATCC 25922, B: E.coli ATCC 35218, C: E.coli izolat (ESBL), D: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E:
P.aeruginosa izolat (gentamisine direngli), F: Staphylococcus aureus ATCC 29213, G: S.aureus izolat (MRSA), H: Enterococcus
faecalis ATCC 29212, I: E.faecalis izolat (VRE), J: Candida albicans ATCC 10231, K: C.krusei ATCC 6258, L: Mycobacterium
tuberculosis H37RV ATCC 27294.

B19, B20, B21 bilesikleri C. albicans’a kars1 32 pg/mL MIK degeri ile ayni etkiyi gdstermistir.

B19 ve B20 bilesiklerinin B ve C halkasinda bulundurdugu fonksiyonlu gruplar tamamen aynidir. Bu iki

bilesigin tasidig1 A halkasi birbirinden farklidir. Bu da C. albicans kargisindaki etki i¢in B ve C halkasinin

belirleyici oldugunu gostermektedir. A halkasi C. albicans kargisindaki etkide ¢ok 6nemli olmadigindan,

B20 ve B21 bilesiklerinin B halkasi ayn1 oldugundan C halkasinin tiyofen veya 4-metoksi benzen

olmasinin ¢ok fark olusturmadigi goriilmektedir.
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S. aureus iizerine pirazolin yapisinin A halkasinda metoksil grubu yerine klor, brom gibi bir
halojen atomunun varliginin aktiviteyi olumlu etkiledigi sdylenebilir.

B18 ve B19 bilesikleri karsilastirildiginda iki bilesigin de A halkasinda 2. konumda hidroksil, 4.
konumda ise metoksil grubu bulunmaktadir. B18 bilesigi B halkasinin 2. konumunda bir metoksil grubu
tagirken, B19 bilesigi B halkasinin 4. konumunda bir metoksil grubu tasimaktadir. B18 bilesigi C
halkasinda benzen halkasi tagirken, B19 bilesigi C halkasinda 4-metoksi benzen tagimaktadir. E. faecalis
ve C. albicans iizerine; B19, B18’e gore daha etkili oldugundan B halkasindaki metoksil grubunun benzen
halkasinin 4. konumunda olmasi ve C halkasinda benzen yerine metoksi benzen varligi etkide artisa neden
olmaktadir.

M. tuberculosis {izerine salkon ve pirazolin yapisindaki tiim bilesikler 64 pg/mL MIK degeri ile
ayni etkiyi gostermistir. Lin ve arkadaslarina gore [32], salkon yapisindaki bilesiklerde antitiiberkiiler etki
icin, 2-propen-l-on yapisina bagli halkalardan birinin lipofilik digerinin ise hidrofilik olmasi
gerekmektedir. Bizim salkon bilesiklerimizde 2-propen-1-on halkasina bagl her iki halka fenildir ve bu
halkalara bagli siibstitiientler hidroksil, metoksil, klor ve bromdur. A halkasinin 5. konumunda bulunan
klor ve brom atomlar1 lipofiliteyi artiric1 etki yapmasina ragmen, ayni halkada 2. konumda hidroksil
grubunun varlig hidrofiliteyi artirmaktadir. Ayrica Lin ve arkadaslari [32] yapida bulunan ilave hidroksil
ve metoksil gruplarimin antitiiberkiiler etkide ciddi diislise yol agabilecegini soylemektedir. Bizim salkon
bilesiklerimizde bulunan fonksiyonel gruplarin hidrofobiditeyi olumsuz etkiledigi ve bu nedenle de
antitiiberkiiler etkilerinin azalmis olabilecegi sdylenebilir.

B20 ve B21 bilesikleri C. krusei iizerine sirastyla 16 pg/mL ve 32 ug/mL MIK degerleri ile en iyi
etkiyi gostermislerdir. B19 bilesigi A halkasinda 2-hidroksi-4-metoksi fenil grubu tasirken, B20 bilesigi
2-hidroksi-5-bromo fenil grubu tasimaktadir. Bu iki bilesigin B ve C halkasi ayn1 gruplar1 igermektedir.
B20 bilesigi B19 bilesigine gore C. krusei lizerine 4 kat daha etkili bulunmustur. Bu da C. krusei iizerine
etki s6z konusu oldugunda A halkasinin etkide 6nemli rol oynadigini1 gostermistir. A halkasinda metoksil
grubu yerine bir halojen atomunun varliginin etkiyi dikkat ¢ekici bir sekilde artirdigi saptanmustir. Yine
bu halojen atomunun klor yerine brom atomu olmasi da etkiyi artirmaktadir.

Sonug olarak, sentez edilen bilesiklerin tiiberkiiloz basili {izerinde ¢ok 6nemli bir etkinligi
goriilmemistir. Bununla birlikte bilesiklerimizin 6zellikle kandida tiirleri tizerinde iyi etki gosterdigi
bulunmustur. B21 bilesigi C. krusei iizerine 16 ng/mL MIK degeri ile en etkili bilesik olarak bulunmustur.
B19, B20 ve B21 bilesikleri ise C. albicans iizerine en iyi etkiyi gosteren bilesiklerdir.
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ABSTRACT

Obijective: In this study, the possible central antinociceptive activity of beta-sitosterol is investigated along
with its association of stimulation of opioidergic, serotonergic, adrenergic, and cholinergic receptors to mice
central analgesia because of the beta-sitosterol administration.

Material and Method: The beta-sitosterol was administrated to mice in various doses, such as 5, 10 and
20 mg/kg. Then, the mice analyzed via hot-plate and tail-flick assay to investigate the possible antinociceptive
effects of beta-sitosterol. Additionally, in order to associate the mechanism of action mechanism, 20 mg/kg of
beta-sitosterol was intraperitoneally administered to the animal which were previously pre-treated with opioid
antagonist naloxone (5 mg/kg), serotonin 5-HTzaznc receptor antagonist ketanserin (1 mg/kg), serotonin 5-HTs
receptor antagonist — ondansetron (1 mg/kg), az-adrenoceptor antagonist yohimbine (1 mg/kg) and muscarinic
antagonist atropine (5 mg/kg), as well as nicotinic antagonist mecamylamine (1 mg/kg).

Result and Discussion: The antinociceptive effect of beta-sitosterol was confirmed as dose-dependent for
5, 10, and 20 mg/kg doses in tail-flick and hot-plate tests. It can be concluded that beta-sitosterol promotes
central antinociception effects associated with the spinal and supraspinal mediated cholinergic and opioidergic
modulation.

Keywords: Antinociception, beta-sitosterol, cholinergic receptors, opioidergic receptors

oz
Amacg: Bu c¢alismada, farelerde beta-sitosterol wuygulamasina bagh santral analjezide opioiderjik,
serotoneryjik, adrenerjik ve kolinerjik reseptorleri ile iliskili olast antinosiseptif aktivitesi arastirilmigtir.
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Gereg ve Yontem: Beta-sitosterol, farelere 5, 10 ve 20 mg/kg dozlarinda uyguland:r. Daha sonra, fareler
beta-sitosteroliin olasi antinosiseptif etkilerini arastirmak igin tail-flick ve hot-plate testleri ile analiz edildi. Ek

olarak, etki mekanizmasini degerlendirmek igin, farelere, beta-sitosterol (20 mg/kg, intraperitonel)
uygulamasindan énce opioid antagonisti nalokson (5 mg/kg), serotonin 5-HT3 reseptor antagonisti ondansetron
(1 mg/kg), serotonin 5-HTaasc reseptor antagonisti ketanserin (1 mg/kg), ar-adrenoseptor antagonisti yohimbin
(1 mg/kg) ve muskarinik antagonist atropin (5 mg/kg) ve ayrica nikotinik antagonisti mekamilamin (1 mg/kg)
uyguland.

Sonug ve Tartisma: Beta-sitosteroliin doza-bagh antinosiseptif etkisi, tail-flick ve hot-plate testlerinde 5,
10 ve 20 mg/kg dozlarmnda tespit edilmistir. Beta-sitosteroliin, spinal ve supraspinal aracili kolinerjik ve
opioiderjik modiilasyon ile iligkili merkezi antinosisepsiyon etkilerini tegvik ettigi sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Antinosisepsiyon, beta-sitosterol, kolinerjik reseptorler, opioiderjik reseptirler

INTRODUCTION

Last years, various management techniques of pain have been arisen in order to offer patients
life quality. Such strategies include pharmacological approaches using pain relief medications, physical
therapy, complementary therapies as meditation etc. The diagnosis of pain and the recognition of
analgesia methods and pain management are very significant for both clinicians and emergency
department doctors [1]. There are 4 categories of pain such as acute, nociceptive, chronic, and
neuropathic. Nociceptive pain arouse from the neural pathways activity due to actual tissue damage or
possible tissue-damaging stimuli [2]. Nociceptors receptors could be activated from acute noxious
stimuli i.e. heat or cold temperatures, mechanical force, or chemical stimulation [3-5]. Thus,
pharmacological agents presenting with antinociceptive properties are of high clinical importance. The
application of pharmacological compounds derived from plants, is widely tested in clinical practice.

Beta-sitosterol (BS) is a chemical compound (Figure 1) widely found in plants such as Uncaria
species (tomentosa, guianensis) [6, 7] and vegetables i.e. rice [8], wheat [9], seeds and nuts [10] etc. BS
has shown interesting curative properties such as anti-inflammatory, anti-viral, anti-cancer as well as
immune boost [11-13]. The chemical structure of BS has been correlated with the structure of
cholesterol; therefore, Tapiero et al. has reported that BS interferes with absorption of cholesterol in the
intestines, and prevents cholesterol levels from being arisen in serum. Additionally, tumor growth
inhibition by BS has been related with the effect of the sterol on sphingomyelin cycle and increased
production of ceramide [14]. Other studies have included the antibacterial activity of BS [15] as well as

its gastro- and hepatic-protective effects [16].

Figure 1. Chemical Structure of beta-sitosterol
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Most importantly, BS is reported to modulate immune function, inflammation [17], and pain
levels through the production of inflammatory cytokines [18]. In general, the biological properties of
BS have not been widely explored. In this study, the exploration of BS as pharmacological compound
with antinociceptive properties is performed; mice models were administered with BS and studied for
their behavior with the hot-plate and tail-flick assays.

MATERIAL AND METHOD
Chemicals and Materials

Beta-sitosterol, tween 80, yohimbine hydrochloride, diclofenac sodium, ketanserin tartrate,
mecamylamine hydrochloride, naloxone hydrochloride, atropine sulfate, and ondansetron were
purchased from Sigma, Germany. Herein, the used chemical components or solvents are of analytical

grade. If they are not, they are stated accordingly.

Animals

Male Balb/C mice (20-25 g) were applied as animal models. The animals were kept at Istanbul
Medipol University, in a room with controlled temperature (224+2°C) and humidity (55-70%) at 12 h
light/dark cycles. Poly(propylene) boxes were used to maintain the mice containing wood shavings at
the base of the box; the animals had free access to food and filtered water. Moreover, animals spread
equally among the groups. Two hours before starting the experiments, the mice permitted to acclimatize
to the air-conditioned. This was taken place during the light cycle phase. The experiment performed
between 8.00 and 12.00 a.m. and the animals only intake water during the six hours prior to the
experimental procedures. This choice based on the assumption that animals can present food interactions
with BS. The animal care conditions as well as research protocols were chosen according to the
principles and guidelines from the National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. The protocol confirmed by the Ethical Committee of Istanbul Medipol University (2020/69).

Drugs and pharmacological procedures

The animals were randomly allocated to 19 groups (n=6 per group). Beta-sitosterol and
diclofenac were dissolved in the vehicle. Diclofenac (5 mg/kg, i.p.) was administrated as the reference
drug. In further, BS was also i.p. administered (1% Tween 80 in distilled water) at the doses of 5, 10,
and 20 mg/kg. Moreover, intraperitoneal injections of the antagonists were chosen. The action
mechanisms were investigated by pre-treating the mice with muscarinic receptor antagonist; Atropine
(5 mg/kg), nicotinic receptor antagonist; Mecamylamine (1 mg/kg), serotonin 5-HT2anc receptor
antagonist; Ketanserin (1 mg/kg), serotonin 5-HT3 receptor antagonist; Ondansetron (1 mg/kg), opioid
antagonist; Naloxone (1 mg/kg), and az-adrenoceptor antagonist; Yohimbine (1 mg/kg) at 20, 30, 30,
30 and 15 min before the administration of BS, respectively. Before any combination studies were

conducted, the antinociceptive effect of the antagonist agents when administered alone was examined
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in the mouse hot-plate and tail-flick assay. Hot-plate and tail-flick tests (90 min after BS administration)
were performed in order to measure the pain threshold. The dosages and drug administration schedules
were chosen according to previous reports [19-21].

Pharmacological tests
Hot-plate test

A hot-plate test was applied in order to examine the antinociceptive effect of BS. The choice of
animals for the hot-plate test was based on their response time of up to 15 s such as to thermal stress.
The animal selection was done the previous day of the experiment. A hot-plate analgesia meter was
utilized to measure the pain reflexes in response to thermal stimuli (Ugo Basile Instruments, Comerio,
Italy). The mice from each party were put on the pre-heated plate (55+0.5°C). As reaction time was
taken, the latency of licking or flicking of its hind paw or jumping upward. The 20 s were chosen as cut-
off time in order to minimize hind paw damage. Finally, the mice behavior was recorded before

treatment and after treatment [20].

Tail-flick test

The tail-flick latency was obtained using a tail-flick unit (Ugo Basile, Italy). Every animal
settled to a certain way in order to tails project towards the nichrome wire. Moreover, the distal part of
the tail (almost 2-3 cm lower portion of the tail) positioned upon the nichrome wire through which
current flow set at 6 amp. The stimulus in this assay, was the radiant heat while the “tail-flick” response
as well as “endpoint” was the immediate withdrawal of tail. In further, as “reaction time” was considered
the time between placing the tail on heat and immediate removal of the tail. Additionally, the assay
terminated if the latency exceeded for more than 15 s (cut-off time).

The later formula was applied in order to calculate maximal possible effect (MPE%) according
to the results obtained by the hot-plate and tail-flick assays [22, 23]. The maximal possible effect
percentage ascertained by the response latency against thermal stimulus:

MPE% = [{(Post-drug latency)—(Pre-drug latency)} / {(Cut-off time)—(Pre-drug latency)}] X100

Statistical analysis

The statistical analyses were performed with GraphPad Prism 7.0 software, Inc., San Diego,
CA. The obtained data expressed as mean + SEM. Finally, the statistical analysis of the data was
performed via one-way ANOVA which was followed by post hoc (Tukey’s) analysis. As statistical

significant, the p<0.05 was chosen.

RESULT AND DISCUSSION

Antinociceptive effect of beta-sitosterol
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Figure 2 presents the antinociceptive effects of BS according to hot-plate and tail-flick assays.
Accordingly, it can be seen that diclofenac used as the reference drug, significantly hindered the pain
response in comparison with the control group. This significant inhibition of pain response was recorded
for both hot-plate (p<0.001) and tail-flick (p<0.001) tests. Moreover, the application of BS at doses of
20 mg/kg (p<0.05) induced a notable as well as a dose-dependent increment in the mean basal reaction
time in hot-plate and tail-flick tests, in comparison with the control group. Consequently, the obtained
data clearly demonstrated that administration of 20 mg/kg of BS was remarkably more efficacious than

the application of lower doses (5, 10 mg/kg) of BS and the control group as well.
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Figure 2. Antinociceptive effects of 5, 10, and 20 mg/kg (i.p.) beta-sitosterol (BS) and 5 mg/kg
diclofenac (i.p.) in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays.
Statistically significant difference; “p<0.01, ""p<0.001 vs. control. Data are shown as mean+S.E.M.

MPE: Maximal possible antinociceptive effect.

Evaluation of the mechanism of antinociceptive activity of Beta-sitosterol

Figure 3 reveals the reversal effect of atropin on antinociception induced by BS (20 mg/kg).
Pre-treatment with atropin caused the reverse of the pain relief effects of the BS in the hot-plate
(p<0.001) and the tail-flick (p<0.001) assays.



J. Fac. Pharm. Ankara, 45(2): 238-252, 2021 Sakul and Okur 243

Hot-plate
? Tail-flick

25 20

i~ o
20
15

15

. :
= s 10
S R
10
5
i
5 _|_ o
Control Atropin BS Atropin+BS Control Atropin BS Atropin+BS

Figure 3. Effects of atropine (i.p.-5mg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-20mg/kg)
in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically significant
difference; ““p<0.001 vs. control; *##p<0.001 vs. beta-sitosterol alone. Data are shown as mean+S.E.M.
MPE: Maximal possible antinociceptive effect.

As it can be seen from Figure 4, the single administration of mecamylamine (1 mg/kg, i.p.)
failed to show significance compared to the control group. Importantly, intraperitoneal pre-treatment
with 1 mg/kg mecamylamine significantly reversed the antinociceptive action of BS (20 mg/kg) in the
hot-plate (p<0.001) and tail-flick (p<0.001) tests in comparison with the BS alone.
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Figure 4. Effects of mecamylamine (i.p.-1mg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-
20mg/kg) in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically
significant difference; ““p<0.001 vs. control; *#p<0.001 vs. beta-sitosterol alone. Data are shown as

mean+S.E.M. MPE: Maximal possible antinociceptive effect.
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The effect of ketanserin treatment on tail-flick and hot-plate tests was intended to be clarified
via the single administration of ketanserin (1 mg/kg); nonetheless, the administration did not cause any
significant difference in antinociceptive response (Figure 5). The results indicate that ketanserin also did
not reverse the antinociceptive effect observed for BS in a significant way.
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Figure 5. Effects of ketanserin (i.p.-lmg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-
20mg/kg) in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically
significant difference; ““p<0.001 vs. control. Data are shown as mean+=S.E.M. MPE: Maximal possible

antinociceptive effect.
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Figure 6. Effects of ondansetron (i.p.-5mg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-
20mg/kg) in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically
significant difference; "“p<0.001 vs. control. Data are shown as mean+S.E.M. MPE: Maximal possible

antinociceptive effect.
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As depicted in Figure 6, the administration of intraperitoneal injection of 5 mg/kg ondansetron
did not modify the antinociceptive activity of BA (20 mg/kg) in the hot-plate and tail-flick assays.
Moreover, ondansetron pre-treatment did not significantly decrease in latency of the BA-mediated
analgesic responses according to the hot-plate and tail-flick procedures.
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Figure 7. Effects of yohimbine (i.p.-Lmg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-
20mg/kg) in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically
significant difference; ““p<0.001 vs. control. Data are shown as mean+=S.E.M. MPE: Maximal possible
antinociceptive effect.
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Figure 8. Effects of naloxone (i.p.-5mg/kg) on the antinociception of beta-sitosterol (BS) (i.p.-20mg/kg)
in the hot-plate (hind paw withdrawal, licking or jumping) and tail-flick assays. Statistically significant
difference; *“p<0.001 vs. control; #*p<0.001 vs. beta-sitosterol alone. Data are shown as mean+S.E.M.

MPE: Maximal possible antinociceptive effect.
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Figure 7 shows that pre-treatment with only yohimbine (1 mg/kg, i.p.) have not employed any
antinociceptive effect in both hot-plate and tail-flick tests. Moreover, the pre-treatment with yohimbine
have not reduced the BS-induced acute thermal antinociceptive effect according to the data obtained by
the hot-plate or tail-flick tests.

Figure 8 depicts the involvement of opioid receptors in the antinociceptive effects of BS
assessed using hot-plate and tail-flick tests, respectively. The treatment of mice with naloxone (5 mg/kg,
i.p.) have not significantly altered the latency response in the hot-plate and tail-flick assays. On the other
hand, the pre-treatment with the non-selective opioid antagonist, naloxone, importantly blocked BS-
induced antinociception in the hot-plate (p<0.001) and tail-flick (p<0.001) tests in comparison with BS
alone.

Phytosterol phytocompounds such as BS present a similar structure to cholesterol. BS can be
characterized as one of the common and major phytosterol with numerous biological activities.
Consequently, BS is a drastic pharmacological agent with protective activities against chronic disorders,
oxidative stress, and neoplasm [24]. Besides, various scientific data derived from reports report that BS
present anti-diabetic, anti-inflammatory, chemopreventive and anticancer properties [25]. Nevertheless,
the investigation on the effect of BS at molecular level remains unclear. The present study demonstrates
that BS at 20 mg/kg (i.p.) displays anti-nociceptive activity, whereas the obtained data might evidence
the implicated mechanisms of that activity.

Herein, the antinociceptive effect of BS was examined via two known methodologies involving
stimuli. The two methods, hot-plate and tail-flick assays involve the thermal stimuli which stimulate the
A fibers. Nonetheless, both of tests note different neural pathways. More specifically, the tail-flick is
a spinal reflex [26]. On the other hand, the hot-plate response is under supraspinal control given that the
hot-plate assay is a specific centrally antinociceptive activity assay [19]. According to Wang et al., the
hot-plate assay considered to engange in supraspinal sites since only the administration of central
analgesics enlarge the response time during the experimental [27].

Dighe et al. previously reported that BS (5, 10 and 20 mg/kg, i.p.) isolated from leaves of Oxalis
corniculata, displayed promising dose-dependent central-mediated analgesic activity in rodents,
according to the data obtained by hot plate test and acetic acid-induced writhing test. The data compared
to active drug, pentazocine [19]. Furthermore, Scapinello et al. demonstrated that various plant extracts
including BS, stigmasterol, and the isolated components depicted antinociceptive effects in mice,
according to stimuli responsive tests as formalin, writhing, and hot-plate [28]. Various pharmacological
approaches have revealed that Cyclooxygenase (COX)-mediated peripheral nociceptive mechanisms
contribute to pain [29]. Subsequently, data obtained via in vitro COX inhibition assay confirm the in
Vivo system via the acetic acid-mediated peripheral nociceptive pain remedy [30]. A past study revealed

that BS isolated from Nyctanthes arbortristis leaves can provide protection against peripheral
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nociceptive pain in a dose dependent manner [31].The data are related with our study, given that as BS
dose increased, antinociception also determined. Moreover, herein, the determination of the involved
mechanism to the central antinociception caused by BS, was carried out by using numerous typical
antagonists of serotonergic, noradrenergic, opioid, and cholinergic receptors.

It is known that muscarinic and nicotinic acetylcholine receptors mediate the integrative activity
of acetylcholine in numerous brain functions as ascognition, attention, emotion, and synaptic plasticity.
Moreover, recent data has recommended that the aforementioned receptors might involve in supraspinal
pain modulation excepts the known local peripheral and spinal contributions in mediating pain [32].
Besides, muscarinic acetylcholine receptors are broadly categorized as pharmacologic targets for pain
relief while the majority of those focused on central nervous system muscarinic acetylcholine receptors
[33].

From the obtained data, cholinergic receptors are being involved in antinociception considering
that atropine reversed the antinociception of BS. Spinal cord is a major action target for cholinomimetics
in analgesia. It has been suggested that painful stimuli improve acetylcholine in the spinal cord.
Therefore, the stimulation of muscarinic receptors in the spinal cord leads to a great discharge of
inhibitory transmitters associated with reductions in the secretion of excitatory transmitters; this fact
mediates their antinociception [34].

In further, it should be mentioned that the cholinergic system present plethora of therapeutic
targeted sites against numerous clinically relevant pain states. Guginski et al. proposed that acetylcholine
mediates its effects through both nicotinic acetylcholine receptors (ligand-gated ion channels) and the
G protein-coupled muscarinic receptors [35]. It can be evidenced, that the cholinergic system involves
into the antinociception caused by BS, according to the obtained results after mecamylamine
administration at a dose similar to that known to prevent antinociception induced by nicotinic receptor
agonist. Besides, a number of studies reported that asf3> ligands present antinociceptive effects in
relevance with their action on spinal and supraspinal pathways. The a4, receptors can be ascertained to
various brain areas, including the nucleusraphe magnus, midbrain periaqueductal gray, and locus
coeruleus [36].

In addition, the findings obtained have shown that the effects of the BS tend to include the
involvement of the opioid system. It is reported that the opioids perform their analgesic activity through
the spinal (p2, K1, 82) receptors and supraspinal (u1, K3, 31, 52) [19]. Naloxone is a specific opioid receptor
antagonist in the central nervous system, able to restrict the effect of anesthetics, such as morphine [28].
Therefore, naloxone was applied in order to examine the opioid effect of BS and effect of naloxone on
beta-sitosterol on thermic stimulus-induced pain involvement in the mechanism of antinociceptive

action. BS was applied following naloxone (1 mg/kg, s.c.) administration according to previous report
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studying the involvement of opioid receptors. It was revealed that naloxone reversed its antinociceptive
activity [19].

The noradrenergic receptor system seems to play a major role in nociception and antinociception
in various species. The noradrenergic receptor system comprises the endogenous ligand nor-adrenaline
and its receptors. It is reported that term “noradrenergic” mostly refers to alpha-, while adrenergic refers
to beta-adrenergic receptors; although, nor-adrenaline can bind to B-adrenergic receptors. This fact is
related to the lower binding affinity of noradrenaline to beta-adrenergic than alpha-adrenergic receptors
[37]. According to this assumption, the term noradrenergic receptor system was chosen for this study.
Noradrenergic receptor system is targeted by oo adrenergic molecules such as clonidine,
dexmedetomidine and xylazine which are agonists and antagonists such as yohimbine [38].
Consequently, in order to examine the involvement of antagonism in antinociception, a dose of 1 mg/kg
yohimbine was administered. The chosen dose has not significantly affected the pain-related behavior
of animals, according to control. When BS administered in 20 mg/kg dose, the application of yohimbine
did not reverse the antinociceptive effect followed by BS dose.

Numerous studies have demonstrated that serotonin regulates nociceptive reaction by 5-HT, 5-
HT,, 5-HT3, and 5-HT> receptors in the central nervous system [39]. Consequently, serotonin receptors
might involve to nociceptive response. Moreover, pain perception can be altered via inhibitory
descending ways from the central nervous system and especially serotonin. The inhibition of pain
transmission can occur via the activation of descending ways from the raphe nuclei to the dorsal horn
of spinal cord, mediated via serotonin. In case of peripheral level, serotonin might involve with pain
signalization [40]. According to the results of hot-plate and tail-flick tests, ketanserin and ondansetron
which are the selective antagonists of 5-HT,a2c and 5-HT3 receptors, have not blocked the reduction in
nociceptive response induced by BS (20 mg/kg). Subsequently, the serotonergic system has not involved
in the antinociceptive action of BS.

From the present study, involving the test of beta-sitosterol as antinociceptive agent according
to hot-plate and tail-flick tests, it can be concluded that BS present an antinociceptive effect on
nociception-induced tests. Although, future studies will allow determining the involved mechanisms, a
contribution of the opioid and cholinergic systems in the antinociceptive action of beta-sitosterol can be
ascertained. Finally, more studies would be able to exert the favorable role of beta-sitosterol to pain

control and management.
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ABSTRACT

Objective: The distinguishing proof and measurement of biomarker B-sitosterol present in a leaf of
Calotropis procera and Calotropis gigantea belonging to family Asclepidiaceae was carried by utilizing high
performance thin-layer chromatographic (HPTLC) characterization method. In the present research work the
Exterinsic Standard Method is used for quantitative assessment.

Material and Method: It assures the accuracy of quantitative investigation and particularly benifit for
HPTLC analysis. Aluminum-maintained silica gel 60F254 HPTLC plates of 250um thickness was used for
chromatographic analysis. Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid acidic 8:2:0.20 (v/v/v) solvent system was
used as mobile phase. Anisaldehyde sulphuric acid is used for derivatisation and was evaluated at 510 nm.

Result and Discussion: g-sitosterol quantification in foundations of plant was observed as /7.63 ug and
10.23 ug for Calotropi sprocera and Calotropis gigantea respectively. The appropriateness and particularity of
the established techniques was demonstrated by qualitative and quantative analysis. This established method for
estimation of g-sitosterol in the leaf ofCalotropis procera and Calotropis gigantea was proved to be responsive,
particular and replicable.

Keywords: Calotropis procera, Calotropis gigantea, HPTLC, identification, quantification

0z
Amag: Asclepidiaceae familyasina ait Calotropis procerave Calotropis gigantean yapraginda bulunan
biyomarker -sitosterol'iin aywrt edici kanitr ve ol¢iimii, yiiksek performansli ince tabaka kromatografik (HPTLC)

karakterizasyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu ¢alismada, kantitatif degerlendirme icin dis standart
yontemi kullanilmistir.
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Gerec ve Yontem: Yontem, kantitatif arastirmanin dogrulugunu saglamaktadir ve ézellikle HPTLC analizi
icin uygundur. Kromatografik analiz icin, 250 um kalinhiginda silika jel 60F254 kapli aliiminyum HPTLC
plaklart kullanildi. Mobil faz olarak; toluen: etil asetat: glasiyal asetik asit 8: 2: 0.20 (v / v / v) ¢oziicii sistemi
kullanmild. Tiireviendirme igin anisaldehit siilfiirik asit kullanildi ve 510 nmdalga boyunda degerlendirildi.

Sonug ve Tartisma: Bitki yapisindaki p-sitosterol miktarinin Calotropis procera ve Calotropis gigantea
icin sirastyla 11,63 ug ve 10,23 ug oldugu gériilmiistiir. Kullanilan yontemlerin uygunlugu ve seciciligi, nitel ve
nicel analizlerle gosterilmistir. Belirlenen bu yontemin; Calotropis procera ve Calotropis gigantea yapragindaki
[-sitosterol miktar: tayini igin, hassas, segici ve tekrar edilebilir oldugu kanitlanmigstir.

AnahtarKelimeler: Calotropis procera, Calotropis gigantea, HPTLC, miktar tayini, teshis

INTRODUCTION

Estimation of plant potency was done by analyzing active components which are seen in herbals
from natural origin. Legitimately established and approved technique may be utilized in qualitative as
well as quantitative determination of compounds [1, 2].

The plant Calotropis gigantea and Calotropis Procera commonly known as Giant Milkweed,
Crown Flower and Rubber Bush, Apple of Sodom respectively belongs to family Asclepidiaceae [3,4].
Calotropis procera is local to India and few Asian countries [5]. Calotropis gigantea occurs all through
India from Punjab and Rajasthan in the north to Kanyakumari in the south, reaching out into West
Bengal, Assam in the East [6].

The major contents present in the levaes of Calotropis Procera are amyrin, urosolicacid,
calotropin, amyrin acetate,calotropagenin, B-sitosterol and cardenolides. Bioactive compounds like
taraxasterylaceate,giganticine, isorhamnetin-3-O-glucopyranoside, calotroposides and isorhamnetin-3-
O-rutinoside were isolated from Calotropis gigantea alcoholic root extract showed different Central
Nervous System properties like anxiolytic and sedative [7,8,9].

But above investigation not gives adequate knowledge to quantify the bioactive entities in the
plant. [1] So, present research aimed to develop chromatographic method which can be effective in
quantifying g- sitosterol present in powderd leaf of Calotropis gigantea and Calotropis procera[10, 11,
12].

MATERIAL AND METHOD
Chemicals

Toluene, Ethyl acetate, Glacial acetic acid, B — sitosterol and precoated Silica gel were
purchased from Merck, All other reagents were analytical grade, purchased from Merck (Darmstadt,

Germany).
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Plant Collection and Authentication

The leaves of both the plant Calotropis Procera and Calotropis gigantea plant was collected
from nearby locality of Sonai, Ahmednagar (MH) India, and identified by the Scientist J. Jayanthi
Botanical Survey of India (BSI), Pune and a voucher specimen (No. SMB 01 and No. SMB 02) was
kept in the department of BSI, Pune, India.

Preparation of Extract

The leaves of Calotropis Procera and Calotropis gigantea cleaned under running water and
were allowed shade dried in typical geological condition and powdered them and stored in air tight
container for further use. The extraction of coarse powder was done using soxhlet apparatus by
successive extraction method with different solvent respect to polarity index, [11] Solvent like
Petroleum ether (40-60°C), Chloroform, methanol. The marc was dried before employing the solvent of
higher polarity. The obtained extracts were dried by rotary evaporator at 40- 50°C under vacuum.
Practical yield of petroleum ether extract (40-60°C), chloroform extract and methanol extracts were
found to be 3.82, 2.34, 7.04 % w/w respectively [11].

Preliminary Phytochemical Screening
The secondary metabolites like glycosides, alkaloids, tannins, saponins, flavonoids and volatile
oils are responsible for pharmacological effects. The confirmation of presence or absence of these

metabolites done by chemical testslisted in table no 2 [13,14].

HPTLC Fingerprint Profiles for Various Extracts
Thin Layer Chromatography

TLC studies were done using all the extracts for determination of phytochemicals existing in
plant extracts. To conduct present research work previously coated silica gel G TLC plates were used.
Activation of plate was done at 110 ° C for 30 minutes using hot air oven prior to the start of the
experiment. Test extracts were applied 1mg/ml of all extracts in the form of bands with respective

solvent by Linomat 5 applicator [15,16].

Development of Solvent System

To get accurate separation on plate different solvent systems were tested. We got maximum
spot in methanol extract for both the plant extract. So, we took methanol extract for further experiment.
Then a specific solvent system was chosen and the plates were run by a selected solvent system. After
pilot level experiments it was ensured that the compounds obtained from methanol extract fraction were
separated by using solvent system in a ratio of 8:2:0.2 of Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid.
Anisaldehyde sulphuric acid reagent was used for derivatization of TLC plate after the development of
solvent system. For detection of - sitosterol in UV or fluorescence light, it was therefore converted to

a perceptible form to determine chromatographic estimation.
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Preparation of g- Sitosterol Standard Solutions
Composition of stock Solution (A) containing g- Sitosterol in the concentration of 1pg/ pl

1 ug/ul concentration of - sitosterol in Stock solution (A) was developed using methanol. The
contents were dissolved firstly in 5.0 ml methanol which was then sonicated and then volume was made

using methanol.

Composition of stock Solution (B) containing - Sitosterol in the concentration of 0.1pg/ pl
0.1 ml of stock solution A was added in a volumetric flask of 10 ml. 5 ml of methanol was used
to dissolve the ingredients present in the flask, which was then sonicated and finally was diluted using

methanol. Hence, 0.1 pg/ul of - sitosterol solution was prepared for further analysis.

Preparation of Sample Solution

Due to the free solubility of g-sitosterol in methanol it was used for the extraction process. Fresh
dried leaf powder (500 mg) of Calotropis procera and Calotropis gigantea were extracted with
methanol. Sonication of the mixture was done and was kept overnight to extract. The obtained filtrate
after filtration of mixture from Whatman (No. 41) filter paper was used in chromatographic analysis.
For guantative analysis sample solution of 10 ul was compared with with standard solution.

High Performance Thin Layer Chromatography
Linomat IV applicator was used to apply the standard quantities of both the extract to previously
coated plates. For HPTLC estimation standardized mobile phase of TLC was used.

Chromatographic Conditions
For effective resolution using standardized solvent system the chromatographic conditions

given in table 1 were used.

Preparation of Chromatogram

The quantitative analysis was carried according to the Standard Method by application of
inconsistent strength of 0.1ug/ulof standard f-sitosterol and the similar strength of 50pug/ul of sample
solution was applied to HPTLC plate.

Standard curve of g -sitosterol

To get an effective linearity result, reference standard p-sitosterol solution were applied in
triplicate manner to a HPTLC plate at six dissimilar concentrations 5, 10, 15, 20, 25 and 30 pl containing
1, 2, 3, 4, 5 and 6ug respectively. The resulted plate was then developed, spots derivatization, and
detector response for the different strength was measured. The experiment was done in triplicate and

mean values were calculated.
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Table 1. Chromatographic condition for identification and quantification.

PARAMETERS DESCRIPTION

STATIONARY PHASE HPTLC precoated, silica gel G 60 F254 (Merck, Germany)
MOBILE PHASE 8:2:0.2 ration of Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid
SIZE 10x10cm

DEVELOPING CHAMBER Twin trough glass chamber 20 X 10 cm

MODE OF APPLICATION Band

BAND SIZE 8 mm

SEPARATION TECHNIQUE Ascending

TEMPERATURE 60 °C

SATURATION TIME 5 min

SCANNING WAVELENGTH 510 nm

SCANNING MODE Absorbance

RESULT AND DISCUSSION

The quantitative assessment of f-sitosterol was conducted in the both extract using HPTLC
(Figure 1). pg-sitosterol is one of the common phytoconstituent therefore it is well represented in
chromatogram. (Figure 1). In order to get best estimation various solvent system were used to optimize
the method. From various solvent systems 8:2:0.2 ration of Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid
resulted in best separation of g-sitosterol. As the f-sitosterol is not easily traceable in UV light so it
transforms into the detectable substance. Derivatization was performed by immersing the TLC plate into
Anisaldehyde sulphuric acid reagent for three seconds and air dried. The paltes were scanned at 510 nm.
The chromatographic conditions depicted in Table no. 1. The Ry value (0.41) for g-sitosterol in standard
(Figure 2) and sample extract (Figure 3 & 4) was found. The simple, specific and accurate HPTLC
method for analysis of g-sitosterol in both the plant extract has been created.

Preliminary phytochemical screening showed the presence of different phytochemical from the
leaf extract of Calotropis procera and Calotropis gigantea (Table 2).

Peak area graph and pg-sitosterol concentration in root extract of Calotropis procera and
Calotropis gigantea when plotted showed the linear relationship. From graph in figure 5 equation of
linear regression was obtained. From the regression equation of the linear regression graph, the quantity
of standard g-sitosterol applied on plate is calculated (Table 3). Similarly, the amount of s-sitosterol per
10.0 pl leaf extract sample was calculated and the results are given in the Table 4. The concentration of
B-sitosterol in leaf of the plant Calotropis procera and Calotropis giganta are found to be 11.63ug and
10.23pg respectively. The employed method showed good peak shape of f-sitosterol. There was no

impedance from different constituents from the extract.
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Figure 3. Chromatogram of leaf extract of Calotropis procera
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Figure 4. Chromatogram of leaf extract of Calotropis gigantea
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Figure 5. Quantification data of g-sitosterol in leaf extract of Calotropis

procera and Calotropis gigantea by HPTLC

Though there are magnificent developments in advance medicines, traditional medicines have
always been proficient for dealing with several complications. Traditional medicines are an important
resource in health care across the country [17]. Herbals are usually obtained from the mixture and its
potency depends on the presence of the phytoconstituents [18]. Accuracy in quantitative and qualitative
estimation is an important and essential necessity to make sure reproducible quality of natural source
medicines. Assessment of phytochemicals shows the quality measurement, including preliminary testing
to detection of active compound analysis, using modern analytical methods. HPTLC has proven

effective method for the estimation of phytochemicals from natural origin [19].
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The present study was aimed to quantify g-sitosterol form the extracts of Calotropis procrea
and Calotropis gigantea. Research has shown that Calotropis procrea and Calotropis gigantea
executed various medicinal properties [6]. In present research quantitative estimation of g-sitosterol was
conducted using HPTLC. The Ry value (0.41) of s-sitosterol in standard and both the extract was found
comparable at 510 nm under the UV light. HPTLC study was carried out to confirm the presence of -
sitosterol (Rr value 0.41) using 8:2:0.2 ratio of Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid as a solvent
system. The selection of accurate mobile phase and sample preparation are the most crucial steps in
analytical work, therefore in present study the development of the preparation of sample and selection
of mobile phase were optimized. TLC and HPTLC techniques are the benchmark in the qualitative
determination of the fractional amount of substances. This analytical method was established as easy,
dependable and appropriate for qualitative estimation. From the present findings it confirms that the /-

sitosterol can be reliably and conveniently estimated by HPTLC method for standardization purposes.

Table 2. Preliminary phytochemical screening of leaf extract of C. procera and C. gigantea

PHYTOCHEMICAL
SR.NO. CATEGORY C. PROCERA C.GIGANTEA

1 Carbohydrate Present absent

2 Alkaloids Present Present
3 Cardiac Glycosides Present Present
4 Anthraquinone glycosides Present Present
5 Terpenoids Present Present
6 Fats and Qils Absent Absent
7 Flavanoids Present Present
8 Saponin Present absent

9 Tannin and phenolic comp. Present Present
10 Steroids & Sterol Present Present
11 Protein and Amino acid Absent Present

Table 3. The Rf values and Peak Areas of standard compound-g-sitosterol and leaf extract of

C. procera and C. gigantea

SR.NO. | APPLIED SAMPLE APPLIED APPLIED VOL RF VALUE PEAK AREA
POSITION
1 Standard B-sitosterol 12.0 mm 5.0l 0.41 5047.5
2 Standard B-sitosterol 27.2 mm 10.0 pl 0.41 10094
3 Calotropis procera 42.4 mm 5.0 ul 0.42 2924.3
4 Calotropis procera 57.6 mm 10.0 pl 0.42 5845.6
5 Calotropis gigantea 72.8 mm 5.0l 0.44 2572.6
6 Calotropis gigantea 88.0 mm 10.0 pl 0.44 5145.2

Table 4. The amount of S-sitosterol

SR.NO. | APPLIED SAMPLE | APPL.VOL. | RF PEAK AREA | AMOUNT OF B-SITOSTEROL

1 Calotropis procera 5.0pul 0.42 | 2924.3 5.8 ug

2 Calotropis procera 10.0 pl 0.42 | 5845.6 11.63 pg
3 Calotropis gigantea 5.0pul 0.44 | 2572.6 5.10 ug
4 Calotropis gigantea 10.0 pl 0.44 | 5145.2 10.23 pg
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HPTLC estimation was done for quantification of p-sitosterol from extract of leaf from
Calotropis procera and Calotropis gigantea. As a wide application of S-sitosterol in herbal medicines
the HPTLC analysis technique ensures the specification and characteristics of medicinal plants.The
method used by Niyati et al for quantification and identification of plant extract of g-sitosterol by
HPTLC, accuracy of identification was less by using the Tolune:Methaol(9.4:0.6) solvent system,
current research focuses on newly developed Toluene: Ethyl acetate: Glacial acetic acid(8:2:0.2) solvent
system for HPTLC quantification and identification S-sitosterol with more accuracy and precision (Fig
no. 1 & 5) [20].This established method for estimation of B-sitosterol in the leaf of Calotropis procera

and Calotropis gigantea was proved to be responsive, perticular and replicable.
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CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF RADIOCONTRAST PROPERTIES

Mehmet KOCA! (), Emrah OZAKAR? (9, Rukiye SEVINC OZAKAR?**

! Atatiirk Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali, 25240, Erzurum,
Tiirkiye
2 Atatiirk Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasdtik Teknoloji Anabilim Dal1, 25240, Erzurum,

Tiirkiye

07/

Amag: Suda ¢oziiniirliigii bulunmayan iyot bazli triiyodoanilin (TIA) radyokontrast bilesiginin sentezini
ve nanosiispansiyonunu yapmak, karakterizasyonlarint gerceklestirmek ve Bilgisayarli Tomografi (BT)
goriintiilemede siklikla kullanilan iopromid ve ioheksol ile kiyaslamak.

Gereg ve Yontem: TIA sentezi ultrasonik ses dalgalar: kullanilarak ve nanokristaller ise sentezlenen bu
maddeden hareketle nanopresipitasyon yontemi ile elde edilmistir. TIA nin karakterizasyonu icin NMR ve Q-
TOF analizleri yapilmigtir. Nanokristallerin karakterizasyonu igin ise optik mikroskop, zeta potansiyel, partikiil
boyutu ve dagilimi, SEM ve FT-IR analizleri yapilmistir. Elde edilen nanostispansiyon, BT teknigi ile iopromid
ve ioheksol.ile radyokontrast ozellikleri agisindan kryaslanmustir.

Sonug ve Tartisma: Sentezlenen saf TIA dan hareketle hazirlanan nanokristallerin boyutlari ~699 nm,
zeta potansiyelleri ise ~(-)16 mV olarak bulunmustur. SEM ve optik mikroskop goriintiileri ile morfolojileri
belirlenmistir. Elde edilen nanokristallerin, sentezlenen TIA dan farkll bir yapi sergilemedigi FT-IR ile tespit
edilmistir. BT goriintiilerinde TIA nanostispansiyonunun, ayni miktardaki iopromid ve ioheksolden yaklagsik
~%40 daha fazla kontrast ozellik sergiledigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak nanokristallerin kendi sahip
olduklari essiz ozellikleri ile daha az radyokontrast madde kullanilarak benzer nitelikte goriintiileme
yapulabilecegi gosterilmistir. Bu sayede daha diisiik dozda kullanim sunmasi sebebiyle daha az yan etki ve/veya
toksik etki olusturmasi muhtemeldir. Elde edilen bu basarili sonuglar isiginda, klinik deneyler ile bu ¢calismanin
gelecekte detaylandiriimas: planlanmaktadur.
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Anahtar Kelimeler: BT goriintiileme, nanokristal, nanosiispansiyon, radyokontrast ajan, triiyodoanilin

ABSTRACT

Obijective: Synthesis and nanosuspension preparation of iodine-based triiodoaniline (TIA) radiocontrast
compound, which is not soluble in water, perform their characterization and compare with iopromide and
iohexol, which are frequently used in Computed Tomography (CT) imaging.

Material and Method: TIA synthesis was obtained using ultrasonic sound waves, and nanocrystals were
obtained by nanoprecipitation method from this synthesized substance. NMR and Q-TOF analyzes were
performed for the characterization of TIA. For the characterization of nanocrystals, optical microscope, zeta
potential, particle size, and distribution, SEM and FT-IR analyzes were performed. The obtained
nanosuspension was compared by the CT technique with iopromide and iohexol in terms of radiocontrast
properties.

Result and Discussion: The size of the prepared nanoparticles based on the synthesized pure TIA was
found to be ~699 nm and zeta potentials as ~ (-)16 mW. Morphologies were determined by SEM and optical
microscope images. It was determined by FT-IR that the obtained nanocrystals do not exhibit a different
structure than the synthesized TIA. On CT images, TIA nanosuspension was found to exhibit ~ 40% more
contrast than the same amount of iopromide and iohexol. As a result, it has been shown that nanocrystals can
perform similar imaging by using less radiocontrast materials with their unique properties. In this way, it is
likely to cause fewer side effects and/or toxic effects due to the lower dosage. In the light of these successful
results, it is planned to detail this study with clinical trials in the future.

Keywords: CT imaging, nanocrystal, nanosuspension, radiocontrast agent, triiodoaniline

GIRIS

Kontrast ajanlar, anatomi veya fizyopatolojideki farkliliklar temelinde, tanisal
goriintillemelerde viicut dokular arasindaki farkliliklar ortaya ¢ikarmaktadir. Bunu da yapiy1 bitisik
dokulardan daha goriiniir hale getirerek gergeklestirirler. Iyot bazli kontrast ajanlar, bir hedef organ veya
kan damarinda x-1511 radyasyonunun daha fazla emilmesini ve sagilmasini saglarlar [1].

Iyot, molekiil agirhiginin yiiksek olmasindan 6tiirii oldukga iyi bir kontrast ajan olup diagnostik
amagla kullanilan X-iginlarmi belirgin 6lgiide absorbe etme yetenegine sahiptir. Inorganik iyotlu
bilesikler fazlasiyla iyonlasma egiliminde olduklarindan organ gériintiilemede kullanilamazlar. Ancak
organik yapidaki iyotlu bilesikler klinikte, 6zellikle de BT goriintilleme basta olmak iizere cesitli
tetkiklerde (koroner anjiografi, beyin anjiografi, periferik anjiografi, intravendz pyelografi ve voiding
sistolirografi gibi) kontrast artiric1 kimyasallar olarak kullanilmaktadirlar [1, 2].

On yillardir goriintiilemede kullanilan ajanlar ile kontrast ajan odakli tedaviler devam etmekle
birlikte mevcut toksisiteleri ve organ fonksiyon bozukluklaria sebep olmalar1 durumu iizerinde yeni
tasarimlar pek fazla on plana ¢tkmamustir. Ozellikle toksisite riskini ya da yan etki riskini azaltmaya
yonelik yeni molekiillerin sentezi ve/veya bunlarin modifikasyonu {izerinde ¢aligmalar literatiirde bir
eksik olarak karsimiza ¢ikmaktadir [3]. Bu baglamda, gelisen nanoteknoloji ile mevcut kontrast ajanlara
alternatif olabilecek daha az miktar kimyasal ajan kullanilarak goriintiilemenin gerceklestirilebilmesi ve
bu sayede daha az yan/toksik etki gozlenmesi muhtemeldir.

Nanosiispansiyonlar, suda ve yagda ¢dziinme problemi yasayan saf etkin madde partikiillerinin

uygun bir polimer ve/veya yiizey aktif madde ile stabilize edilmis, tasiyici bir sistem veya uygulama
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aract olmadan hazirlanan kristal yapida, nano boyutlu, sivi, mikron alt1 kolloidal dispersiyonlar olarak
tanmimlanir. Bu nanokristal yapilar, bir polimerik matriks (polimerik nanopartikiil) veya bir lipidik
matriksten (lipozom, nanoemiilsiyon, lipid nanopartikiil) olusan matriks nanopartikiiller ile
karsilastirildiginda, tamamen farkli bir farmasétik teknoloji ve tiretim teknigidir [4, 5].Yiiksek miktarda
ilag icermesi (% 100’e yakin) sayesinde, hiicrelere giren ilacin yiiksek oranda verimli bir sekilde
taginmasina, yeterince yiiksek terapotik konsantrasyonlarin elde edilmesine ve farmakolojik etkilerin
maksimum diizeye ¢ikarilmasina yardimei olabilir. Giiniimiizde, ilag taginmasi igin nanosiispansiyon
teknolojisinin uygulanabilirligini ve verimliligini kanitlayan ¢ok sayida arastirma mevcuttur [4, 6, 7].
Suda ¢oziinmeyen cesitli ilaglarla ilgili bu ¢alismalar, parenteral ve parenteral olmayan yollar da dahil
olmak iizere pek ¢ok dozaj formunda ve uygulamasinda etkinliklerini degerlendirmektedir. Ornegin
cesitli caligmalarda genel ticari formiilasyonlarla karsilastirildiginda, nanosiispansiyonlarin suda
¢Oziinmeyen ilaglar i¢in artirilmig antitlimor etkinligi ve azaltilmis toksisitesi ile kanser tedavisi i¢in
miikemmel bir ilag tasiyict sistem olabilecegi bildirilmistir [7].

Serbest ilag molekiillerine nazaran nanopartikiil haldeki ilaglarin Cmax, AUC ve bobrek
farmakokinetigini etkileyebilecek parametreleri, bobrek icin etkili ilaglarin gelistirilmesi i¢in goz
oniinde bulundurulmas1 gerekmektedir. Nanopartikiillerden ila¢ salimindan sonra Cmax nadiren serbest
ilacin intravendz enjeksiyonu ile elde edilen seviyelere ulasir. Bu kinetik, ilaca bagh toksisiteyi
azaltabileceginden tedavi i¢in biiylik bir avantajdir. Yani nanopartikiillerin Cmax ile iligkili toksisiteyi
azaltabilecegi anlamima gelmektedir [8]. Kaldi ki yigin materyalden hareketle nanometre boyutuna
inildigi zaman partikiiller inanilmaz farkli optiksel, elektriksel ve fizikokimyasal 6zellikler sergilemeye
baslamaktadir [9].

Nanopartikiillerin kullanimi, geleneksel uygulama yontemleriyle kullanildiginda (oral, i.v. gibi)
toksisite olusturan ilaglarin yan etkilerinin azaltilmasimi miimkiin kilmaktadir. Ayrica nanopartikiiller,
molekiilleri viicutta bozulmaya kars1 koruyabilir. Islevsel bir nanopartikiil tasarlanarak gériintiileme
fonksiyonu olusturulabilmektedir [10]. Molekiiler goriintileme de nano boyutlu kontrast ajanlar
gelistirmek i¢in yararli bir platformdur. Cogu, dokuya niifuz edecek kadar kiiciik olmakla birlikte
standart radyolojik yOntemlerle tespit edilmek {izere tasarlanabilmektedirler [11]. Molekiiler
goriintilleme her zaman hedef bolgede kontrast madde birikimini gerektirir, bu genellikle kontrast
madde iceren nanopartikiillerin hedeflendirilebilme 6zellikleriyle en verimli sekilde elde edilir. Diisiik
duyarliliga sahip goriintiileme modaliteleri i¢in, ¢oklu kontrast gruplari tasiyan nanopartikiiller sinyal
amplifikasyonu saglar. Ayrica nanopartikiiller hem kontrast ajan1 hem de ilaci tasiyabilir ve bdylece
biyolojik dagilimin ve terapotik aktivitenin izlenmesine izin verir [12]. Bu nedenlerle nanotastyicilarin
molekiiler goriintiilemede kullanimlar1 artmaya baglamstir.

Iyodoanilin tiirevlerinin suda ¢dziiniirliigii bulunmamakla birlikte [13, 14] &zellikle TIA,

yapisinda barindirdigi iyot miktari ile (~%81) goriintiilemede kullanilma potansiyeli oldukea yiiksek bir
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radyokontrast 6zellik tasimaktadir [15]. Hali hazirda BT goriintiilemede kullanilan mevcut iyot bazli
radyokontrast ajanlar ile kiyaslandiginda (ioheksol, iopromid gibi) molekiil agirhigma (MA) kiyasla
yapisinda barindirdigi bu yiliksek miktar iyot sayesinde (Tablo 1), goriintilleme i¢in toplamda daha az
kimyasal ajan kullanilarak ayni goriintiileme sonuglar1 aliabilecegi fikri ile bu ¢aligmanin temeli

olusturulmustur.

Tablo 1. BT goriintiilemede kullanilan kontrast madde molekiil agirliklar1 ve igeriklerindeki iyot

miktarlar1 (g/mol)

Kontrast Madde MA Tyot
Topromid 791.10 380.712
Toheksol 821.14 380.712
TIA 470.82 380.712

Calismamizda sentezledigimiz suda ¢oziiniirliigli olmayan TIA’dan hareketle nanosiispansiyon
formiilasyonu olusturulmustur. Dolayisiyla hazirlanan bu yeni nanosiispansiyon ile viicuda daha az
kimyasal girisi ile goriintiilemenin yapilabilmesi, hipoksi ve vazokonstriiksiyon gibi yan etkilerin
azalmasi ve/veya bobrekte daha az zarar olusturmasi disiiniilmektedir. Ayni zamanda literatiir
arastirmamizda iyot igeren ve tasiyici bir polimer kullanilmaksizin yapilmis bir nanosiispansiyon
calismasina rastlanilmamigtir. Bu yoniiyle de ¢alismamiz literatiire bir yenilik katmaktadir. Sentezlenen
ve suda ¢oziiniirliigli olmadigi halde iyot igeren, bir kontrast ajan olma potansiyeli tagiyan TIA nin basit,
hizli, tekrar edilebilir, enerji gereksinimi az ve maliyeti diigiik bir yontem [16] olan nanopresipitasyon
yontemiyle nanosiispansiyon formiilasyonu gelistirilmis ve in vitro karakterizasyon teknikleri ile
karakterize edilmistir. Elde edilen nanosiispansiyon, BT goriintiilleme yoOnteminde hali hazirda

kullanilan ioheksol ve iopromid ile kontrast 6zellik bakimindan kiyaslanmstir.

GEREC VE YONTEM
Gerecg

TIA sentezi i¢in gerekli olan anilin, iyot ve hidrojen peroksit Sigma®’dan temin edilmistir.
Nanasiispansiyonun hazirlanmasinda kullanilan Tween 60 ve PVA (MA: 130000, % 99 hidrolize),
sirastyla Merck®’den ve Sigma®’dan, dimetilsiilfoksit (DMSO) ise Sigma®’dan temin edilmistir.
Deneylerde kullanilan diger tiim kimyasallar analitik derecede safliga sahiptir. Tiim analiz ve 6l¢iimler
Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Atatiirk Universitesi DAYTAM ve Erzurum Teknik

Universitesi YUTAM laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

TIA’nin (2,4,6-triiodoanilin) Sentezlenmesi
Anilin (2 mmol) ve molekiiler iyot (4 mmol), distile su (10 mL) igerisinde oda sicakliginda

karigtirilmig, karigimin iizerine H>O2 % 30 (m/V) (8 mmol) ilave edilmis ve elde edilen karigim oda
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sicakliginda 60 dakika ultrasonik banyoda tutulmustur (Sekil 1). Reaksiyonun ilerleyisi ince tabaka
kromatografisi ile uygun ¢6ziicii sistemi kullanilarak takip edilmistir. Uygun siire sonunda sodyum
tiyosiilfatin doyurulmus sulu ¢ozeltisi (10 mL) balon igerisine dokiilmiis ve 10 dakika siireyle oda
sicakliginda karistirilmigtir. Karigim, etil asetat (20 mL) ile 3 kez ekstrakte edilerek ayrilmistir.
Sonrasinda organik faz, MgSO; ile kurutulup adi siizge¢ kagidindan siiziilmiis ve organik ¢oziicii
evoporatdr yardimiyla algak basing altinda uzaklagtinlmigtir. Elde edilen ham kati madde, kolon

kromatografisiyle saflastirilmistir [17].

TIA’min NMR ve Q-TOF Analizi

Elde edilen TIA nin safligin1 belirlemek ve yapisin1 dogrulamak adina 1H-NMR ve 13C-NMR
spektrumlar ile kiitle analizi gergeklestirilmistir. TIA nin erime derecesi Elektrothermal 9100 erime
derecesi aleti kullanilarak belirlenmistir. Bilesigin 1H-NMR ve 13C-NMR spektrumlari solvent olarak
dotero DMSO (d6-DMSO) igerisinde, standart olarak tetrametilsilan kullanilarak Bruker FT-400 (100)
MHz cihazi ile alinmistir. Bilesigin kiitle analizi (Q-TOF) ise Agilent 6530 spektrometre cihazi ile
yapilmustir.

TIA Nanosiispansiyonunun Hazirlanmasi

Nanosiispansiyonun hazirlanmasinda “Nanopresipitasyon” yontemi kullanmilmigtir [18].
Sentezlenen 100 mg saf TIA, 2.5 mL DMSO igerisinde ¢ok noktalt manyetik karistiricida karistirilarak
¢Oziindirilmiistiir. Stire sonunda bu ¢6zelti iizerine Tween 60 ilave edilmistir. Bir siire karistirildiktan
sonra elde edilen organik faz ¢ok noktali manyetik karistirici tizerinde 1000 rpm hizda karigmakta olan
2.5 mL polivinil alkol (PVA, % 0.1, a/h) ¢ozeltisi igerisine 5 dakika siireyle bir enjektor yardimiyla
damlatilmistir. Ultrasonik banyo igerisinde 1 dakika siireyle sonikasyona tabi tutulduktan sonra,
homojen haldeki nanosiispansiyon 40 dakika siireyle 10000 rpm’de santriftij edilmis ve c¢oken
nanokristaller saf su ilavesiyle yeniden stispande edilerek tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem birkag kez
tekrarlanmis ve DMSO’nun uzaklastirilmast saglanmistir. Nanokristaller, bir gece -20 °C’de
dondurulmus ve devaminda 24 saat siireyle liyofilize edilerek kuru toz halde elde edilmislerdir. Kuru
toz haldeki nanokristaller ileriki deneylerde kullanilmak {izere oda sicakliginda bir desikator igerisinde

karanlikta muhafaza edilmistir.

Verim, Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve Dagilim1 Analizi

Verim, liyofilize TIA nanokristallerin miktarinin, formiilasyonu hazirlarken kullanilan toplam
madde (etkin madde, stabilizan gibi) miktarina boliinmesi ile elde edilen sonucun % olarak ifade
edilmesi seklinde degerlendirilmistir (n=3). Zeta potansiyel, polidispersite indeksi (PdI) ile partikiil
boyutu ve dagilimi 6l¢limlerini gerceklestirmek iizere taze hazirlanmis nanosiispansiyon kullanilmgtir.

Olgiimler 3 tekrar seklinde “Malvern Zetasizer Nano ZSP” marka cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.
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100 pL nanosiispansiyon, 900 pL saf su ile seyreltilerek zeta hiicrelerinin iginde oda sicakliginda

Olciilmiistiir.

TIA Nanosiispansiyonunun Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi
“Quanta FEG 250” marka SEM ile yigin haldeki saf TIA ve seyreltik halde liyofilize edilmis
TIA nanokristalleri morfolojik olarak incelenmistir. Saf TIA ve nanokristaller dogrudan numune

izerinden ve yiiksek ¢oziiniirliikkle goriintiilenmistir.

TIA Nanosiispansiyonunun FT-IR Analizi

FT-IR analizleri, formiilasyon bilesenleri ile etkin maddenin/maddelerin etkilesimlerini
incelemek ve aralarinda herhangi bir gecimsizlik olup olmadigint anlamak tizere yapilmaktadir. Saf TIA
ile hazirlanan liyofilize nanokristallerin, 4000-400 cm-1 dalga sayis1 araliginda, dogrudan toz numune

iizerinden “Bruker VERTEX 70v” marka FT-IR spektrofotometresi ile spektrumlart alinmistir.

TIA Nanosiispansiyonunun BT Gdoriintiileme Analizi

BT tetkikleri, 256-kesitli BT cihazi (Somatom® Definition Flash, Siemens Healthcare,
Forchheim, Germany) kullanilarak yapilmistir. Goriintiiler {izerine ROI (region of interest) konularak
dansite degerleri bulunmustur. Dansite degerleri tizerinden kontrast miktarlari kiyaslanmigtir [19, 20].
Hali hazirda BT goriintiillemede kullanilan iopromid ve ioheksol, TIA nanokristalleri ile kiyaslanmistir.
Bu amagla her bir etkin maddeden 20 mg tartilmis ve bir enjektdr icerisinde 1 mL saf su ile
¢Oziindirilmiis/dispers edilmistir. Bu sayede esit miktar kimyasal madde kullanimi ile goriintiileme
calismalar1 yapilmigtir. Esit miktar kullanilan kimyasal maddelerin kontrast etkiyi olusturan iyot

miktarlari ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. BT goriintiilemede kullanilan esit miktar kontrast maddelerin igerdikleri iyot miktarlart (mg)

Topromid Toheksol TIA nanokristalleri
9.62 9.27 16.2

SONUC VE TARTISMA
TIA’nin (2,4,6-triiodoanilin) Sentezlenmesi
TIA, yiiksek saflikta ve verimde elde edilmistir. Elde edilen iiriine ait sentez semas1 Sekil 1°de

verilmistir [14].
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Sekil 1. 2,4,6-triiodoanilinin sentezi

TIA’nin NMR ve Q-TOF Analizi
TIA’ya ait *H-NMR spektrumu Sekil 2°de, *C-NMR spektrumu Sekil 3’te ve Q-TOF analiz

sonucu Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 2. Saf TIA nin *H-NMR Spektrumu
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Sekil 3. Saf TIA nin 3C-NMR Spektrumu

User Spectra

Fragmentor Voltage Collision Energy Ionization Mode
60 0 APCI
x10 3|C6 H3 13 N: + Scan (rt: 0.305 min) T apci.d
3 470.14895
([C6 H3 I3 N]+H)+
2.5
2
1.54
Ly 471.75566
0.5 ([C6 H3 13 NJ+H)+

4705 471 4715 472 4725 473 4735 474 4745
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4. Saf TIA’nin Q-TOF Spektrumu

TIA nin verimi 91%, erime derecesi ise 183-185 °C olarak bulunmustur. *H-NMR sonucu: (400
MHz, d6-DMSO) & (ppm): 5.25 (s, 2H, NH2), 7.86 (s, 2H, J:8.5 Ar-H). *C-NMR sonucu: (100 MHz,
d6-DMSO) 6 (ppm): 78.60 (CHAr-Ipara), 83.26 (2xCHAr-lorto), 145.17 (2xCHAr), 147.11 (CHAr-
NH2). Q-TOF sonucu: m/z 470.7478 (hesaplanan), 470.7489 (bulunan).

TIA Nanosiispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Nanopresipitasyon yontemi ile % 92.35 verimle basarili bir sekilde TIA nanokristalleri

hazirlanmistir. Taze hazirlanmis nanosiispansiyonlara ait optik goriintiiler Sekil 5°te verilmistir.
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Sekil 5. TIA nanosiispansiyonuna ait optik goriintii (40x ve 100x)

Verim, Zeta Potansiyel, Partikiil Boyutu ve Dagilimi Analizi

Taze hazirlanmis TIA nanosiispansiyonu verim, zeta potansiyel, polidispersite indeksi, partikiil

boyutu ve dagilim sonuglar1 ortalama ve standart sapma seklinde Tablo 3’te verilmistir. Zeta potansiyel

ile partikiil boyutu dagilim grafikleri ise Sekil 6 ve Sekil 7°de gosterilmistir.

Tablo 3. Verim, partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel sonuglari (n=3)

. Partikiil Boyutu Zeta Potansiyel
0,

Verim (%) (nm) Pdl (MV)

92.35+3.36 699.6+48.19 0.650+0.23 -16.23+1.46

181 - - - - - e L I R R
£
L N S R
E 5t - - - - == - - - - - SRR A 1 T

0 : : :

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Sekil 6. TIA nanosiispansiyonu partikiil boyutu dagilim grafigi (n=3)
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Sekil 7. TIA nanosiispansiyonu zeta potansiyel dagilim grafigi (n=3)

TIA Nanosiispansiyonun Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi
Saf TIA’min ve liyofilize TIA nanosiispansiyonlarini olusturan nanokristallerin SEM
goriintiileri Sekil 8 ve 9°da verilmistir. Goriintiilere bakildiginda y1§in materyalden hareketle hazirlanan

nanokristallerin homojen bir dagilim sergiledigi ve ¢ubuk yapisinda oldugu goriilmektedir.

1/4/2021 det 7 mode = mag [] pressure = spot WD — 40 um
9:26:26 AM | LFD 800kv SE 2500x 59Pa | 6.0 89mm ETU-YUTAM

B
o

Sekil 8. Saf TIA’ya ait SEM goriintiisii
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Sekil 9. TIA nanokristallerine ait SEM goriintiisii

TIA Nanosiispansiyonun FT-IR Analizi

Elde edilen spektrumlar Sekil 10°da gosterilmistir. 1 numarali spektrum saf TIA bilesigine

aitken 2 numaral1 spektrum TIA nanokristallerine aittir. 3 numarali spektrumda ise her iki spektrumun

cakistirilmasi goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde, ana yapimin biitiinliigiinii korudugu ve nano

boyuta indirgenen TIA’nin herhangi bir yardimc1 madde ile etkilesime girmedigi ve/veya hazirlama

asamasindaki islemler neticesinde karakteristik kimyasal baglarinda herhangi bir degisikligin olmadig:

tespit edilmistir.
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Sekil 10. Saf TIA (siyah) ve TIA nanokristallerine (kirmizi) ait spektrumlar
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TIA Nanosiispansiyonun BT Goriintiileri

Orneklerin BT goriintiileme dncesi goriintiisii Sekil 11°de, elde edilen BT gériintiileri ise Sekil
12°de verilmistir. Goriintiilerdeki kontrast 6zellik yapida var olan iyot miktarina bagl olarak dansite
iizerinden hesaplanmigtir. BT goriintiilemede hazirlanan TIA nanosiispansiyonunun verdigi kontrast
miktar1 (313.1), referans kontrast ajanlarin (iopromid: 226, ioheksol: 224) kontrast miktarlarina kryasla
~% 40 fazla (daha parlak) ¢ikmistir. Sonug olarak ~14.5 mg TIA nanosiispansiyonu ile 20 mg hali
hazirdaki yaygin olarak BT goriintiilemede kullanilan iopromid ve ioheksol ile ayn1 kontrast goriintii
basaril1 bir sekilde elde edilebilir durumdadir. Burada 6zellikle suda ¢oziiniirliigii olmayan bir bilesigin
referans kontrast ajanlara kiyasla daha diisiik miktarda kullanimi ile bir kontrast 6zellik olusturabiliyor
olmasi, nano boyuta inmenin verdigi bir avantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durum, nano boyutun

sundugu essiz optiksel, elektriksel ve fiziko-kimyasal 6zelliklerin bir tezahiiriidiir [9].

1 MinfMax: 1607438

Sekil 12. TIA nanosiispansiyonunun (1), iopromidin (2) ve ioheksoliin (3) BT goriintiileme sonuglart
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Yeni sentezlenen ilag molekiillerinin bir ¢ogu (yaklasik % 60), suda ¢oziinmeyen veya az
¢Oziinen bir yapi ile diizensiz absorpsiyon sergilerler. Bu nedenle yeni formiilasyonlar1 ve yeni ilag
tagityict  sistemleri  gerektirirler. Bu durum Biyofarmasdtik  Smiflandirma  Sistemi’ndeki
(Biopharmaceutical Classification System, BCS) Smif II ve Simf IV ilaglar ic¢in gecerlidir.
Mikronizasyon, nanonizasyon, komplekslestirme (6rn., siklodekstrinler ile), lipozomlarin hazirlanmas,
amorf kat1 dispersiyonlar, kosolvan kullanilarak ¢dziiniirlestirme, permeasyon artiricilarin kullanima,
yagli ¢ozeltiler, yiizey aktif madde dispersiyonlari, tuz olusumu, ¢oktiirme teknikleri vb. kullanilarak bu
tiir ilaglarin sistemik absorpsiyonu, dolayisiyla da biyoyararlanimi artirilmaktadir. Her bir teknigin kendi
icinde smirlamalart bulunmaktadir. Nanosiispansiyonlar, c¢ogu ila¢ icin ila¢ etkinligini ve
farmakoekonomiyi artiran, alternatif ve gelecek vaat eden evrensel bir formiilasyon yaklasimidir. Bir
nanosiispansiyon, ila¢ nanokristallerinden, stabilizan ajanlardan ve bir sivi dispersiyon ortamindan
olugur. Nanosiispansiyon teknolojisinin en biiyiik avantaji, cogu ilaca uygulanabilirligi ve basitligidir.
Nanosiispansiyon teknolojisi, sadece ilacin ¢oziniirliigiinii degil ayn1 zamanda ilacin farmakokinetigini
de degistirmekte ve boylece ilag giivenligini ve etkinligini artirmaktadir. [lacin nano boyuta indirilmesi,
asagidan yukariya (bottom-up) veya yukaridan asagiya (top-down) yontemler kullanilarak saglanabilir.
Asagidan yukartya dogru teknolojiler daha ¢ok ¢oktiirme yontemleridir. Yukaridan asagiya dogru
teknolojiler ise kaba ilag partikiillerinden baglanarak gelistirilir [21].

Mevcut kontrast ajanlarin akut bobrek hasari olusturma riski fazla oldugu igin [22, 23]
goriintillemede tercih edilmemekle birlikte daha yiiksek maliyetli ve uzun siiren tetkiklere
yonelinmektedir [24]. Ozellikle suda ¢dziinen bilesiklerin viicut icerisinde olusturduklar1 osmotik basing
ve ¢Oziinen molekiillerin hiicrelerde ve/veya organlarda birakacagi hasar oldukea risk tagimaktadir [25].
Ancak kontrast bilesigin nanoteknoloji kullanilarak gelistirilen nanokristal formunun sunacagi
avantajlar oldukga fazladir. Bunlardan en 6nemlisi de nanosiispansiyon icerisindeki nanokristallerin sulu
ortamda ¢oziinmemesidir. Dolayist ile viicuda intravenoz yolla verildiginde nano boyutlu suda
¢oziinmeyen TIA kristalleri kanda osmotik basing olusturmayacaktir. Osmotik basing ¢ozeltilerin
koligatif bir 6zelligidir [26] ve ¢Oziinmeyen hi¢cbir maddenin izotoniye etkisi de bulunmamaktadir.
Nanokristallerin kandaki osmolariteyi artirmamasindan dolay1, goriintiilemede yeni bir yaklagim olarak
kullanilabilirlikleri bulunmaktadir.

Gelistirilmis biyomarkerler ile, farkli bobrek hastaliklarinin ve klinik sendromlarin teshis ve
tedavisi i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir ve nano boyutlu kontrast maddeler ile gelecekte ¢esitli bobrek
hastaliklarinin tedavisi saglanabilir [14].

Nanopartikiiller, simdilerde nanotip olarak bilinen tibbi uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nanopartikiiller ayrica PET, MRI, fotoakustik ve floresans goriintiileme gibi ¢esitli
tibbi gorlintiileme yontemleri i¢in izleyici bir ajan veya kontrast madde olarak kullamlirlar.

Nanopartikiillere olan bu ilginin birgok nedeni vardir. Genel olarak, nanopartikiiller kiigiik molekiiller
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ile karsilastirildiginda yiliksek miktarda kontrast madde tasirlar. Bu biyomedikal ortamlarda
nanopartikiillerin uygulanmasindan elde edilen bilgiler, BT i¢in kontrast maddelerinin gelistirilmesinde
uygulanmaktadir. BT i¢in kontrast madde igeren nanopartikiillerin bir¢ok heyecan verici uygulamasi
vardir. Ornegin, nanopartikiillerin dolagim yar1 Omiirlerinin 15 saat kadar siirdiigii, oysa iyot
molekiillerin ise dolagim yar1 dmiirlerinin sadece dakikalar oldugu bildirilmistir. Nanopartikiiller, in
vivo olarak hiicre takibine izin vermek i¢in kullanilabilir. Hedeflenen BT kontrast maddelerinin
nanopartikiilleri dokulardaki proteinlere veya hiicrelere ulastirabilmektedir [27]. Ek olarak
nanopartikiiller, cok islevli olabilir ve bu nedenle BT, MRI ve floresans gibi ¢oklu goriintiileme
yontemleri icin kontrast saglayabilir veya terapotik etkiler saglayabilir. Son olarak nanopartikiiller,
geleneksel iyotlu kontrast maddelerin bobrek yetmezligi veya alerjik tepkiler nedeniyle kontrendike
oldugu hastalarla uyumlu olabilir [28]. Nanopartikiiller, uzun dolasim siireleri ve hedeflenme
yetenekleri sayesinde ilaglarin tagima verimliligini arttirmakta ve serbest ilacin spesifik olmayan dagilim
gibi yan etkilerini azaltmaktadirlar [29]. Literatiirde, iyot bazli kontrast ajanlarin nanoboyuta indirilerek
yapildig1 goriintileme c¢alismalart giderek artmaktadir [28, 30, 31]. Giliniimiizde X 1sinlart ile
goriintiilemede (6zellikle kalp, damar, akciger, kemik, dalak, karaciger gibi) pek ¢ok nanopartikiil
kontrast ajan kullamlarak ¢aligmalar yapilmaktadir [27]. Ornegin literatiirde, bdbreklerde lokalize
olabilen nanopartikiil yapida kontrast ajan ¢alismalart da mevcuttur [32].

Nanosiispansiyonlar, sadece suda ¢Oziiniirligii olmayan ilaglarin ¢oziiniirligiini ve/veya
biyoyararlanimini artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda da onlari islevsel hale getirebilir. Kilcal damarlarda
herhangi bir blokaj olmaksizin suda ¢dziiniirliigii olmayan ilaglarin intravendz uygulama olasiligini da
miimkiin kilar ve ilaglarin farmakokinetigini degistirir, ilag glivenligini ve etkinligini de artirir [33, 34].
Ornegin, ratlarda denenen itrakonazol intravendz nanosiispansiyonunun, ¢ozelti formuna gore mantar
onleyici etkinligini arttirdigini gostermistir [35]. Paklitaksel nanosiispansiyonunun, ortalama timor
yiikiinii azaltmada tstiinliigli bildirilmistir [36]. Klofazimin nanosiispansiyonunun klofazimin
stabilitesini artirmasinin yani sira, Mycobacterium avium ile enfekte disi farelerde kullanilan klofazim
lipozom formiilasyonuna kiyasla daha ytiksek bir etkililikte iyilesme saglamigtir [37].

Hazirladigimiz nanosiispansiyonda PV A iyi bir stabilizan olmasina karsilik yapiya ekledigimiz
yardimer siirfaktan (Tween 60) sayesinde boyutun kiiciiltiilmesi saglanmis ve devaminda sonikasyon
islemi ile homojen boyut dagilim saglanmistir. Literatiirde benzer ¢alismalarda bu durum gosterilmistir
[38].

Nanosiispansiyonlarda fiziksel stabilite ¢ok 6nemlidir. Yalnizca elektrostatik itme ile stabilize
edilmis fiziksel olarak kararli bir nanosiispansiyon i¢in, minimum olarak +30 mV’luk bir zeta
potansiyeli gereklidir. Ancak hem elektrostatik hem de sterik stabilizasyon durumunda ise, £20 mV’luk
bir zeta potansiyel yeterlidir [39]. Ama formiilasyon bilesenlerine ve proseslerine gore bu durum

degiskenlik gosterebilir [38, 40, 41]. Taze hazirlanmigs TIA nanosiispansiyonunu olusturan
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nanokristallerin partikiil boyutlar1 ortalama 699.6+48.19 nm ve zeta potansiyelleri ise yine ortalama
(-)16.23£1.46 mV olarak bulunmustur. TIA nanosiispansiyonu hazirlandiktan sonra iki hafta siireyle
oda sicakligi sartlarinda bekletilmis ve sonrasinda tekrar boyut ve zeta potansiyel Ol¢iimleri
gercgeklestirilmistir. Bu 6l¢limlerde boyutun ortalama 721.7+21.78 nm, zeta potansiyelinin ise ortalama
(-)13.9+1.21 oldugu tespit edilmistir (n=3). Ayrica taze hazirlanmis TIA nanosiispansiyonunun PDI
degeri ise 0.650+0.23, iki hafta siireyle beklettigimiz TIA nanosiispansiyonun PDI degeri ise
0.552+0.029 olarak bulunmustur. PDI, partikiil boyutu dagiliminin genisligi ve nanosiispansiyonlarin
uzun siireli stabilitesi hakkinda bir gosterge verdigi i¢in nanosiispansiyon teknolojisinde dnemli bir
parametredir. 0.1-0.25 arasindaki bir PDI degeri, dar bir boyut dagiliminin oldugu anlamina gelirken,
0.5’ten biiyiik bir PDI degeri ¢ok genis bir boyut dagiliminin oldugu anlamina gelir (42, 43). PDI
sonuc¢larimiz incelendiginde, degerlerimiz 0.5’in {izerinde ¢ikmistir ve bu da dagilimin genis olmasina
yol agmaktadir.

Yapilan calismalarda o6zellikle +5 mV’un altinda zeta potansiyeli degerine sahip
nanopartikiillerin/nanosiispansiyonlarin agregat olusturma potansiyelleri oldugu belirtilmistir [44, 45].
Ayrica formiilasyonumuzda hem elektrostatik hem de sterik (elektrosterik) stabilizasyonu saglayan
PVA kullanilmigtir [46]. Abdelbary ve arkadaslari yapmis olduklar1 bir ¢alismada, aripiprazol
nanosiispansiyonlar1 iizerinde farkli polimerik stabilizanlarin etkilerini incelemislerdir ve yapilan
calisma sonucunda polimerik stabilizanlarin nanokristal yilizeyine adsorbe oldugu sirada stabilizanin
yiiksek yiizey konsantrasyonu ve hidrofilik zincirlerinin sulu fazda uzamasinin kristal lizerindeki
polimer tabakasinin kalinligini artirdigini ve bu durumun zeta potansiyel degerinde bir azalmaya neden
olsa bile nanosiispansiyonlarin sterik engelleme ile stabilizasyonun saglandigini ifade etmislerdir.
Hazirlamis olduklari biitiin nanosiispansiyonlarda zeta potansiyel degerleri (-)3.44+0.131 mV ile (-
)18.73+3.35 mV arasinda bulunmustur [47]. Miiller ve Jacobs yaptiklar bir ¢alismada da sterik olarak
stabilize edici katman yeterince kalin oldugunda, daha diisiik zeta potansiyeli degerlerine ragmen
nanosiispansiyonlarin stabilitesinin korunabilecegi sonucuna varmislardir [48]. Ali ve arkadaglarinin
yapmis olduklari bir ¢calismada hidrokortizon nanosiispansiyonlarini hazirlamig ve fiziksel stabiliteyi
degerlendirebilmek amaciyla 3 hafta siireyle 25 °C’de bekletmislerdir. Taze nanosiispansiyonlarin
boyutlart 500 nm iken bekletme sonrasinda 187 nm’lik bir artigla 687 nm’ye ulagsmistir. Taze
nanosiispansiyolari zeta potansiyel degeri ise (-)18 mV olarak bulunmustur ve bu degerlere sahip
nanosiispansiyonlarin stabil halde kaldiklarini belirtmiglerdir [42]. Bu bilgilerden yola c¢ikarak
formiilasyonumuz icin kisa siireli olarak sivi ortam igerisinde stabilizasyonu saglayabildigimizi
sOyleyebiliriz ancak uzun silire sivi ortam igerisinde stabilizasyon saglamak igin ilave caligmalar
yapilmasi 6ngoriilmektedir.

Nanokristaller kazandiklar1 farkli optiksel, elektriksel ve fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde

essiz bir kullanim alan1 sunmaktadirlar. Ozellikle suda ¢oziiniirliigii olmayan etkin maddeler igin
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kullamigh  bir platformdur. Dolayisiyla hazirladigimiz TIA igeren yeni nanosiispansiyon
formiilasyonunun hipoksi, vazokonstriiksiyon etkilerinin az olmasi ve bdbrekte daha az zarar
olusturmas1 muhtemeldir. Bu ¢alismada TIA’nin nanosiispansiyonu basarili bir sekilde hazirlanmig ve
radyokontrast 6zelliginin hali hazirda var olan kontrast ajanlara gére daha iyi oldugu gosterilmistir.
Ayrica daha diisilk doz bilesik kullanilarak elde edilen daha yiiksek kontrast 6zellik neticesinde
goriintiileme i¢in viicuda alman kimyasal miktarin azalmasi ile bu yan/toksik etki olusumunun azalmasi
muhtemeldir. Tim bu in vitro basarili sonug¢larin preklinik ve klinik deneyler ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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ABSTRACT

Objective: The biochemical analysis plays an important role in pharmaceutical chemistry. Fungal
infections are the most common infectious disease worldwide. The result of this research study can be very
useful for the pharmacy and drug discovery process.

Material and Method: The experimental UV-Vis absorption is recorded with DMSO as solvent in SAIF T
(Sophisticated Analytical Instrument Facility, Indian Institute of Technology, Chennai, India). Biologically
active sites are reviewed by Gauss software via MEP. Toxic predictions are completed with the Preadme online
tool. Protein-Ligand interaction was studied by Autodock tools 4.2.6.

Result and Discussion: Methyl 4-bromo-2-fluorobenzoate (MBF) molecule is structurally stable. Hydrogen
binding sites of MBF molecule are found around carbonyl group. The HOMO/LUMO energy values are
-6.509 eV and -4.305 eV, respectively. Stabilization energy (3.63 kcal/mol) was calculated as O4=C11 atoms.
Toxicity parameters are calculated. Overall results shows stabilized MBF molecule is intoxic and suitable for
drug nature of fungal diseases.
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Amag: Biyokimyasal analiz farmasétik kimyada 6nemli bir rol oynar. Mantar enfeksiyonlar: diinya ¢capinda
en yaygin bulasict hastaliktir. Bu arastirma ¢alismasinin sonucu, eczacilik ve ilag kesif siireci icin ¢ok faydali
olabilir.

Gere¢ ve Yontem: Deneysel UV-Vis absorpsiyonu ¢oziicii olarak DMSO kullanilarak SAIF IIT'de
(Gelismis Analitik Cihaz Tesisi, Hindistan Teknoloji Enstitiisti, Chennai, Hindistan) kaydedildi. Biyolojik olarak
aktif bolgeler, Gauss yazilimi tarafindan MEP araciligiyla incelendi. Toksisite tahminlemesi Preadme ¢evrimici
aract ile tamamland. Protein-Ligand etkilesimi Autodock 4.2.6 programiyla incelendi.

Sonu¢ ve Tartisma: Metil 4-bromo-2-florobenzoat (MBF) molekiilii yapisal olarak kararlidir. MBF
molekiiltiniin hidrojen baglanma yerleri Karbonil grubu ¢evresinde bulunur. HOMO/LUMO enerji degerleri,
swrasiyla -4,305 eV ve -6.509 eV'dir. Stabilizasyon enerjisi (3.63 kcal/mol) O4 = Cl1 atomlart olarak
hesapland. Toksisite parametreleri hesaplandi. MBF molekiilii ile mantar proteini arasinda iki hidrojen bagi
olustu. Genel sonuglar, stabilize edilmis MBF molekiiliiniin zehirli olmadigini ve mantar hastaliklar: icin ilag
olarak uygun oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: DFT, ilag benzerligi, molekiiler yerlestirme, NBO, toksisite

INTRODUCTION

Benzoates and their halogenated derivatives represent an interesting class of biologically active
compounds [1-3]. The title molecule, methyl 4-bromo-2-fluorobenzoate (MBF) is a halogenated
benzoate derivative. Halogenated benzoate dervatives have drawn much attention because of their
medicinal acivities, such as antimicrobial [4] and anticancer [5]. In addition, benzyloxy-benzaldehyde
derivates were tested against the HL-60cell line for anticancer activity [6]. Due to wide range of
pharmaceutical application benzoate derivate attacts the attention of researches. Quantum chemical
computations have been proved to cost effective tool for structural exploration of any biologically active
compounds. The quantum chemical calculations of methyl 2,5-dichlorobenzoate has been proposed in
the literature [7]. Bacterial degradation properties are reported earlier in the literature and plant fungal
diseases are studied on related fluorobenzoate derivative [8, 9]. Sodium benzoate and benzoate
derivatives were studied earlier on biological activity mainly, fungal activity [10, 11]. From a through
literature survey, In silico structure stable properties, pharmaceutical evaluations and biological
behaviour of methyl 4-bromo-2-fluorobenzoate have been not reported so far.

In this present work, we report on optimized structure properties, chemical bond with
stabilization [12] energy of bioactive headline compound. Band gap energies from molecular orbitals
were calculated [13]. Pharmaceutical investigations like Drug likeness, Toxic and ADME properties,
and Biochemical properties have explored. The electronic absorption spectrum of MBF has also been
estimated using TD-DFT process. Furthermore, biologically active sites are identified from the
electrostatic potential of MBF molecule [14], frontier molecular properties were investigated using

theoretical calculations. Antifungal activity of MBF was studied by molecular docking method.
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MATERIAL AND METHOD
Experimental details

The pure sample of MBF [methyl 4-bromo-2-fluorobenzoate] was obtained from the Sigma-
Aldrich company, India with 99% of purity. UV-visible absorption spectrum of the sample was recorded
in the range from 200 to 700 nm using a Perkin Elmer Lambda 35 spectrophotometer with 1 nm

resolution.

Computational details

All the calculations were carried out using the Gaussian‘09 program package [15]. All
Druglikeness and toxic prediction was completed by PreAdme [16]. Docked protein was downloaded
from RSCB [17]. The computation of the atomic charges was done by Kollman and Gasteiger method
after the polar hydrogenwas attached. The active with the Lamarckian Genetic Algorithm (LGA) being
used to carry site of the proteinwas defined with 126 A x 126 A x 126 A grid size, out the process [18].
The docking calculations were carried out using the AutoDock 4.2 program software [19]. Protein-

ligand interaction was visualized with PyMol [20].

RESULT AND DISCUSSION
Stabilized geometry

Geometrical parameters explains bond properties [21], the optimized stable structure of headline
compound is shown in Figurel. Stabilized global minimum energy is -3133.0601Hartree. The title
molecule has three substituents, namely fluorine, bromine and methyl carboxylate (-CO.CHs) group,
which are attached with benzene ring. In the present work, the bond length 1.910, 1.339, 1.355, 1.439,
1.206, 1.401, 1.404A of Br1-C10, F2-C6, 03-C11, 03-C12, 04-C11, C5-C6, C5-C7. The highest bond
length is predicted between as Br1-C10 with the value of 1.910A.. The torsion angles are 179.9° for (C6-
C5-C11-03), 0.0° for (C7-C5-C11-03) and 179.9° for (C5-C11-03-C12). This conjugative charge
transfer enhances the bioactivity of the MBF molecule. All the optimized structural parameters of MBF
compound is given in Table.1.

.
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Figure 1. Stabilized geometrical structure of MBF molecule.
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Table 1. Stabilized geometrical parameters of MBF compound.
Bond length Value () Bond angle Value (°)
Calc. Calc.
Br1-C10 1.910 C6-C5-C11 121.71
F2-C6 1.339 C7-C5-C11 121.33
03-C11 1.355 C6-C5-C7 116.96
03-C12 1.439 C5-C6-C8 122.40
04-C11 1.206 C8-C10-C9 121.26
C5-C6 1.401 C7-C9-C10 118.79
C5-C7 1.404 C5-C11-03 111.20
C6-C8 1.389 C11-03-C12 115.63
C8-C10 1.389
C10-C9 1.393 Torsional angle
C9-C7 1.388 C6-C5-C11-04 0.00
C7-H13 1.081 C6-C5-C11-03 179.99
C9-H14 1.081 C5-C11-03-C12 179.99
C8-H15 1.081 C6-C5-C7-C9 0.00
C12-H16 1.088 C5-C7-C9-C10 0.00
C12-H17 1.091 C10-C8-C6-C5 0.00
C12-H18 1.091

Natural bond orbital analysis

The Donor-acceptor interactions are important parameter study the lone pair electrons of

chemical or biochemical structures [22]. The predicted parameters of donor accetptor interactions

theoretically are n(C-C), n(O-C) and n*(C-C) orbitals as a function in this intramolecular charge transfer

causes the stabilization in the molecular system and it is responsible for responsible for bioactivity. This
interactions are identified from the overlap of the orbitals of ©(04-C11) to n*(C5-C6), n(C5-C6) to
*(C8-C10) and n(C8-C10) to w*(C7-C9. The energy values of these interactions are shown in Table 2.

Table 2. Calculated stabiliazation energy between bonds by NBO method.

Donor-i Acceptor-j E(2)2 E()-E(i)° F(i,j)°

Bonds (Occupancy) Bonds (Occupancy) kcal/mol (a.u.) (a.u.)
n1(03) 1.96360 c*(C12-H16) 0.00907 2.31 0.96 0.042
o*(C12-H17) 0.01329 4.60 0.72 0.054
c*(C12-H18) 0.01340 4.78 0.72 0.055
c*(C7-H113) 0.01156 2.78 2.07 0.070
n2(04) 1.85367 c*(C5-C11) 0.05584 14.95 0.72 0.094
1(04=C11) 1.98078 n*(C5-C6) 0.41107 3.63 0.39 0.037
n(C5-C6) 1.63072 n*(C7-C9) 0.30312 21.18 0.30 0.072
n*(C8-C10) 0.39699 19.25 0.28 0.066
n(C7-C9) 1.66006 1*(C5-C6) 0.41107 19.03 0.27 0.065
©*(C8-C10) 0.39699 22.79 0.26 0.070
n(C8-C10) 1.68638 n*(C5-C6) 0.41107 2042 0.29 0.070
n*(C7-C9) 0.30312 17.22 0.30 0.064

2E (2) hyperconjugative interactions energy.
b Donor and acceptor differences (i)—(j) NBO orbitals.
¢F i,j Fock matrix element (i)—(j) NBO orbitals.



288 Julie et al. J. Fac. Pharm. Ankara, 45(2): 284-296, 2021

The lone pair interactions LP(1) carboxylate O3 to antibondings ¢*(C7-H13) with stabilization
energy 2.78 kcal/mol. This transfer of charge confirms the existence of C7-H13--O3 intramolecular
hydrogen bonding.

Eelectronic properties

The FMO theory is important in defining the reactivity, bioactivity, and electronic properties of
organic compounds. The HOMO energy represents to the being able to donate an electron [23, 24]. The
HOMO-LUMO plots MBF is shown in Figure 2. The HOMO/LUMO energy values are-6.509¢eV along-
4.305eV, respectively. The lowering energy gap authenticates the charge transfer within the MBF
molecule. The bioactivity of MBF was verified by the discovery difference in energy value 2.204eV.
The lower band gap energy of MBF compound is comparable with the bioactive materials. From the
HOMO-LUMO energy values the global chemical reactivity descriptors such as electronegativity (y),
global hardness (1), global softness (S) and electrophilicity index (w) of MBF are 0.1459, 0.1301, 0.5203
and -0.0818, respectively.

Energy Gap
2.204 eV

-6.509 eV

“
‘ \ HOMO
&‘ <
«
Figure 2. HOMO-LUMO orbitals of MBF molecule with bandgap energy.

¢

The UV-Vis absorption spectrum recorded by using DMSO solvent and compared with the
computed spectrum of MBF by same level theory. Predicted parameters like, excitation energies,
absorption maxima are shown in Table 3. The compared UV-visible absorption spectrum of MBF
compound is shown in Figure 3. The band gap value is 1.707¢V calculated using Tauc’s plot method
[25], the measured UV-vis spectrum agrees well with the simulated HOMO-LUMO energy difference
2.204eV.
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Table 3. Absorption wavelength and excitation energies of MBF molecule.

289

Wavelength(nm) inDMSO Energy Oscillator-strength (f) Transition (assignments)
Theoretical Experimental (eV)
262 297 4.7362 0.1618 H-1->LUMO (36%),
HOMO->LUMO (47%),
HOMO->L+1 (12%)
H-1->L+1 (3%)
256 271 4.8347 0.0001 H-2->LUMO (96%)
H-2->L+6 (3%)
251 233 4.9313 0.3725 H-1->LUMO (42%),
HOMO->LUMO (48%)
HOMO->L+1 (8%)
53 S.00E+009 -
=
E 0.0012+000
]
2
=
T T T T T
200 300 400 500 600 700
Wavelength (nm)
Figure 3. UV-Vis spectrum of MBF molecule.
MEP analysis

MEP surface analysis provides information on a molecule's chemical reactivity and its uses

allows limit to predict the electrophilic and nucleophilic attacks of any chemical compound [26, 27].

The MEP surface is shown in Figure 4 with electron density range of -5.552e2 (red) to 5.552e2 (blue).

The electrophilic sites are predicted on the surface of carbonyl group in MPF compound. Atom O4 in

carbonyl is expected to have more bioactivity with the molecule due its electrophility.

Figure 4. MEP surface of MBF molecule.
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ADME

Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion properties of a chemical structure are
important parameters in pharmaceutical research [28]. Solute permeability (Blood Brain Barrier) value
is 1.91742, while the buffer solubility is 11218. The Caco?2 is 20.4652, CYP 2C19, CYP 2C9 are an
inhibitor, HIA n value is 98.447181, MDCK is 0.277822, Plasma protein binding is 70.38, pure water
solubility is 552.998, Skin permeability is -1.98533, SK logD value is 1.40496, and SKlogP value is
2.65296. The Plasma protein binding value is within the limit for the headline compound, which also

has a reputed role in therapeutic uses and recommendations pharmacokinetics drug metatbolism [29].

Drug likeness properties

In drug discovery process the drug likeness properties has effective role in the production of
active drugs [30]. By comparing the values reported with parameters, HIA value between 70 and 100%
shows good human intestinal absorption and for this molecule it is 96.91%. Caco-2 and MDCK cell
permeability are two predicted parameters for oral absorption of drugs. The computed Caco-2 cell
permeability value is 21.803 nm/s and MDCK cell permeability value is 0.5697 nm/s respectively. The
inhibited P-glyco protein value for the molecule shows that the inhibitor and the protein were responsible
for the pharmacokinetic properties of the drug. The analysis of pure water solubility is 2370.34 mg/L.
The cytochrome protein indicates that the molecule is inhibitor of 2C19, 2C9 and 3A4 which reduces
the capability of the drug and pharmacological effects of the drug [9]. In present the different types of
rules are implemented to study violations of the headline compound. The Lead-like has suitable of its
binding affinity is greater than 0.1microM and it has zero violations, MDDR like rule shows the
nondrug-like nature, because of no rings, no rigid bonds, no rotatable bonds, while the important rule of
five shown that hydrogen bond donors and hydrogen bond acceptors are less than five in headline
molecule, molecular mass is lessthan 500, which shows that the Lipinski rule has no violations and this
molecule is suitable for drug discovery procedure. Moreover the WDI like rule is out of 90% cutoff.
Overall, the of MBF structure druglikeness properties shows as a suitable compound for drug discovery

procedure.

Toxicity

Toxic prediction plays crucial role in drug discovery process and it is important parameters to
identify the intoxic nature of various chemical compounds [31]. For the MPF compound algae at value
is 0.051268, Ames test is as usual mutagen and the important carcino mouse is negative and the carcino
rat is positive. The daphnia at value is 0.195, while the hERG is at low risk inhibition stage. The medaka
at and minnow at values are 0.0526 and 0.028, respectively. All the above values are compared with the
resultant parameters of reported literature. All the predicted toxic parameters values show the in toxic

nature in the compound.
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Ramachandran plot

Satistical distributions of amino acids in protein crystal structure can be studied from
Ramachandra plot. In present study the Pass online bio activity predictor [32, 33] is used to find the
inhibition activity of the MBF compound. The protein 4FPR is chosen study the PL interaction and it is
subjected to find the quality of protein. Most of the amino acids are fall within the allowed region of
4FPR crystal structure. This shows the crystal structure of protein is stable in nature. The allowed regions
of 4FPR protein residues are shown in Figure 5.

1320

ras i | w|—'—J

Phi (degrees)

Figure 5. 2D Ramachandra plot for fungal protein structure (4FPR).

Molecular docking study

Molecular docking plays prominent role in drug design for treating of many diseases [34, 35].
In this process, we have explored the binding of a molecule with protein and thus effectively act as a
drug and so docking has a great importance in the field of drug discovery. In present case, MBF
compound is subjected to dock with the 4FPR fungal protein. Fungal disease is an infectious disease
across the world. Piperazine derivative was investigated and reported for fungal activity with -4.73
kcal/mol binding with single hydrogen bond interaction [36]. The MBF ligand forms two hydrogen
bonds the chosen protein structure. Hydrogen bond interacted image is shown in Figure 6.

The atom O4 forms the bonds with the distance of 2.0 A and 1.8 A with the residues SER’28,
and GLU’130, respectively. The binding energy -5.00kcal/mol is recorded as highest binding energy in
this PL interaction. Hence, this MBF compound is predicted as potential drug candidate for fungal

disease and bioactivy of the headline compound is confirmed.
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Figure 6. Hydrogen bond interacted image of MBF ligand with receptor fungal protein 4FPR.

In this study we investigated, structural properties (bond length between each atoms) of methyl
4-bromo-2-fluorobenzoate by optimizing the structure using DFT tools. The bioactive conformation
revealed the existence of C-H--O hydrogen bonding in between halo-benzene hydrogen and carboxylate
oxygen, which confirmed through NBO study. Calculated band gap energy (1.707 eV) from absorption
spectra is compared with the band gap energy of HOMO-LUMO and which comparable with
biologically active molecules. Different parameters like Solute permeability (Blood Brain Barrier) value
are 1.91742, while the buffer solubility is 11218 of MBF compound is calculated from ADME
properties. In drug likeness predictions, the Lipinski rule of five has no violation and the all the rules
are suitable on the headline compound for drug nature. Carcino mouse is negative, which shows intoxic
nature of MPF compound. Molecular docking result corroborates this result with -5.00 kcal/mol binding
energy. Hence the MPF compound and docked protein is structurally stable and form hydrogen bond
between each other. So, we predict MPF compound might be a potential anti fungal drug candidate for

fungal disease.
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Amag: Bu ¢alismada, bazi onemli enfeksiyon etkenlerinin ¢esitli dezenfektan ve antiseptiklere olan
duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Dezenfektan olarak; % 2 gluteraldehit, % 6 hidrojen peroksit soliisyonu, sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO) (1000ppm), antiseptik olarak; %70 etanol ile % 0,5 klorheksidin glukonat karigimu,
% 70 izopropil alkol ile klorheksidin glukonat karisimi, % 70 izopropil alkol ve % 10 povidon-iyot, hastane
enfeksiyonu etkeni olan Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15542,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, metisilin direncgli
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, metisilin duyarli Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 referans suslarina karsi kantitatif
stispansiyon testi ile antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Calismamizda % 10 povidon iyot soliisyonu disindaki antiseptik ajanlar tiim
mikroorganizmalara 30 saniye ve 1 dakika temas siireleri sonunda etkili bulunmustur. Dezenfektan olarak
kullandigimiz % 2 gluteraldehit ve sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaCIO) (1000 ppm) P. aeruginosa ATCC 15542
susuna 1 dakika hari¢ diger temas siirelerinde (5dk, 20dk) ve diger biitiin suslara karst tiim temas stirelerinde
(1dk, 5dk, 20dKk) antimikrobiyal aktivite géstermistir. % 6 hidrojen peroksit soliisyonu ise S. aureus ATCC 6538,
P.aeruginosa ATCC 15542, S.aureus ATCC 43300(MRSA) ve S.aureus ATCC 25923(MSSA) suslarina karst 1
dakika temas siiresinde etkinlik gosterememistir. En hizli ve gii¢lii antimikrobiyal etkili antiseptikler olarak
alkol bazli (klorheksidin igeren) soliisyonlar ve dezenfektanlar olarak ise % 2 gluteraldehit ve sodyum hipoklorit
(1000ppm) belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antiseptik, dezenfektan, kantitatif siispansiyon testi.
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ABSTRACT

Objective: In this study, aimed to determine the sensitivity of some important infectious agents to
various disinfectants and antiseptics.

Material and Method: Antimicrobial efficacy of glutaraldehyde 2 %, hydrogen peroxide 6 %, sodium
hypochlorite solution (NaClO) (1000ppm) as disinfectant solutions and ethanol 70 % -chlorhexidine gluconate
mixture 0.5 %, isopropyl alcohol 70 % and chlorhexidine gluconate mixture, isopropyl alcohol 70 % and
povidone-iodine 10 %, as antiseptic solutions was evaluated with quantitative suspension test against
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15542, Staphylococcus epidermidermis
ATTC 12228, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
ATCC 43300, methicillin sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 reference strains that cause nosocomial infection.

Result and Discussion: In our study, antiseptic agents other than povidone iodine solution 10 % were
found to be effective against all microorganisms tested after 30 seconds and 1 minute contact times.
Glutaraldehyde 2 % and sodium hypochlorite solution (NaClO) (1000 ppm) were showed sufficient
antimicrobial activity for P. aeruginosa ATCC 15542 strain at 5 min, 20 min contact times except 1 min and all
contact times against all other strains. Hydrogen peroxide 6 % solution did not show antimicrobial efficacy
against S. aureus ATCC 6538, P.aeruginosa ATCC 15542, S. aureus ATCC 43300 (MRSA) and S. aureus ATCC
25923 (MSSA) strains at 1 minute of contact time. As a result, it was determined that alcohol-based (with
chlorhexidine) antiseptics and glutaraldehyde 2 % and sodium hypochlorite (1000ppm) disinfictants showed
the fastest and strongest antimicrobial effect.

Keywords: Antimicrobial activity, antiseptics, disinfectants, quantitative suspension test

GIRIS

Dezenfeksiyon; cansiz maddeler ve yiizeylerde bulunan bakteri sporlar1 disindaki patojen
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi veya iiremelerinin inhibe edilmesi islemidir. Bu iglem i¢in kullanilan
kimyasal ajanlara dezenfektan, ayni islemin canli doku {izerine uygulanmasinda kullanilan kimyasallara
da antiseptik denir [1].

Antiseptiklerin ¢ogu dezenfektanlarin daha diisiik konsantrasyonlarda kullanilan formlaridir.
Deri ve mukoz membranlardaki mikrobiyal yiikiin azaltilmasi ya da yok edilmesi ig¢in ameliyat
oncesinde veya c¢apraz kontaminasyonu 6nlemek igin genel hijyen amagh olarak kullanilirlar. Deri ve
mukoz membran i¢in toksik ve irritan olmamalidirlar [2].

Dezenfeksiyon, antisepsi ve sterilizasyon uygulamasi ¢ok eski zamanlara dayanir. Sularin
kaynatilmasi, saklanmasi igin ¢dmlek kaplarin yerine giimiis ve bakir kaplarin tercih edilmesi (agir
metallerin oligodinamik etkisi), sadece mekanik temizlikle yetinilmeyip yemekte kullanilan kaplarin
ayrica alevden gecirilmesi, kiikiirtiin yakilarak tiitsii olarak kullanilmasi ampirik dezenfeksiyon
uygulanmasina verilecek en eski uygulamalar arasinda yer alir. Logusalik hummasmin bulasici
oldugunu gosteren Semmelweis (1818-1865), bunu onlemek i¢in dezenfektan kullanimini 6neren,
dezenfeksiyon ve antisepsinin bilimsel olarak baslangicini simgeleyen ilk bilim insani1 olarak bilinir.
Lister (1827-1912) antiseptik olarak cerrahide fenolii ilk kullanan kisidir. 1886’da Loew tarafindan
formaldehit kesfedilmis ve gaz formu 1890’da odalarin dekontaminasyonu i¢in uygulanmistir. 1893’de

Schimmelbusch cerrahlara 6nce ellerini su ve sabunla bir dakika siireyle firgalamalarini, ardindan da %
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80’lik alkol emdirilmis steril gaz beziyle kurulamalarini 6nermistir. Dort degerli amonyum bilesikleri
1916°da bildirilmis, 1950’lerde klorheksidin, 1960°’larda gluteraldehit kullanima girmistir [3].

Hastane enfeksiyonlari (nozokomiyal enfeksiyonlar), hastanin hastaneye yatis1 sirasinda
inkiibasyon durumunda olmayan, hastaneye yatistan itibaren 48-72 saat sonra gelisen veya dahili
hastalar i¢in taburcu olmasinin ardindan 10 giin igerisinde, ameliyat gegiren hastalarda 1 ay, protez
uygulanan hastalarda ise 1 yil igerisinde ortaya c¢ikan, daha kisa ve giincel bir ifadeyle ise saglik
hizmetleri ile iliskilendirilen enfeksiyonlardir. Hastane enfeksiyonlari sadece hastalar igin degil tibbi
personel, refakatci ve ziyaretciler i¢in de biiylik bir risk olusturur. Yasl niifusun artmasi, gelisen
imkénlara bagli olarak yogun bakimda yatan ve bagisiklik yetmezIligi olan hasta sayisinda artig ve buna
bagl olarak cerrahi ve invaziv girisimlerin artmasi hastane enfeksiyonu gelisimini hizlandirmaktadir.
Hastane enfeksiyonlar1 oOzellikle tedavisi daha zor ve pahali, ¢oklu ilag direnci gosteren
mikroorganizmalarla, MRSA, genislemis spektrumlu beta laktamaz (GSBL) salgilayan enterik basiller,
vankomisin direngli enterokoklar (VRE), ¢oklu antibiyotik direngli Pseudomonas ve Acinetobacter spp.,
funguslar gelismektedir [4].

Hastane ortaminda antibiyotiklere karsi gelisen direncte oldugu gibi dezenfektan ve
antiseptiklere karsi gelisen diren¢ konusu da 6nem kazanmustir. Direng gelisimi saptanmis olan
dezenfektanlar arasinda klorheksidin, kloramin, povidon iyot, kuarterner amonyum bilesikleri,
formaldehit, gluteraldehit, hidrojen peroksit sayilabilir. Uygun sekilde gerceklestirilmeyen
dezenfeksiyon islemi sonrasinda bir¢ok mikroorganizma tiiriinde biyositlere kars1 duyarlilik oranlarinda
azalma olabilecegi, adaptasyon, stres yanit olusumu, genetik direng¢ elemanlarinin kazanilmasi ve
biyofilm olusumuna sebep olarak yiiksek direngli duruma gelebilecegi bilinmektedir. Dezenfeksiyon
isleminin yetersiz olmast mikroorganizmalar i¢in seleksiyona sebep olabilirken, dezenfeksiyon islemi
sonrasinda yeterli yikama yapilmadigi takdirde dezenfektanin rezidii subletal yogunluktaki soliisyonlari
yapisinda diren¢ genlerini bulunduran mikroorganizmalarin secilmesi, direngli olmayan
mikroorganizmalarin  adaptasyonuna ve diren¢ genlerinin kazanilmasmma neden olabilir.
Mikroorganizmalarin iireme ortaminda bulunan kirleri, organik materyaller, pH, 1s1 gibi faktorler de
fenotipik direncin olugmasina neden olabilir. Yapilan bir calismada; daha soguk ve daha diliie
ortamlarda hayatta kalip tireyebilen Escherichia coli suslarinin klorlamaya karsi direncinin yiiksek
oldugu saptanmigtir. Manto yani spor kabugu dezenfektan maddelerin gecisine engel teskil eder. Gram
pozitif bakterilerin hiicre duvar yapisi dezenfektanlara kars1 yeterli bir engel olusturmaz. Stafilokoklar
biyofilm olusturarak setrimid, kloroksilenol ve klorheksidine direng gelistirebilirler [5,6].

Calismamizda, hastane ortaminda dezenfektan ve antiseptiklerin yaygin olarak ve hatali
kullanim1 g6z Oniinde buludurularak, dezenfektan olarak; % 2 gluteraldehit, % 6 hidrojen peroksit
soliisyonu, sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO) (1000ppm), antiseptik olarak; % 70 etanol ile % 0.5
klorheksidin glukonat karigimi, % 70 izopropil alkol ile klorheksidin glukonat karisimi, % 70 izopropil
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alkol ve % 10 povidon-iyot ¢ozeltisi nozokomiyal hastane enfeksiyonu etkeni olarak siklikla izole edilen

onemli patojenlere karsi antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Hacettepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Kiiltiir Koleksiyonlari’ndan temin edilen Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15542, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984, metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300, metisilin duyarl
Staphylococcus aureus (MSSA) ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922 standart suslari test edilmistir. Dezenfektan olarak; % 2 gluteraldehit, % 6 hidrojen
peroksit soliisyonu, sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO) (1000ppm), antiseptik olarak; % 70 etanol ile
% 0.5 klorheksidin glukonat karisimi, % 70 izopropil alkol ile klorheksidin glukonat karigimi, % 70
izopropil alkol ve % 10 povidon-iyot kullanilmustir.

Dezenfektanlarin mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi EN 1040 kantitatif siispansiyon test
yontemi kullanilarak saptanmistir. Dezenfektanlarin etkisinin istenilen siire sinirlarinda dogru olarak
saptanabilmesi i¢in Oncelikle dezenfektanin etkisini siire bitiminde ortadan kaldiracak olan nétralizanin
uygunlugu Ekizoglu ve arkadaslarinin galigmalarinda kullandigi metotla test edilmistir [7].

Uygun nétralizanin belirlenmesi i¢in, kullandigimiz dezenfektan ve antiseptik soliisyonundan
100 pl alimip tizerine 900 pl steril distile su eklenmistir. Vortekslendikten sonra karisimdan 100 pl alinip
9900 pl uygun nétralizan igerisine eklenmistir. Bu karigima 0.5 McFarland bulanikligmma gore
ayarlanmus standart bakteri siispansiyonlaridan 0.1 ml ilave edilip 5 dakika siire ile bekletilmistir. Daha
sonra 10°’e kadar diliisyonlar1 hazirlanmustir. Tryptic soy agara (TSA) her bir diliisyon érneginden 100
ul alinip yayma plak yontemiyle ekim yapilmustir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, koloni sayimi
yapilmig ve diliisyon faktorii ile garpilarak koloni olusturan birim (kob) olarak hesaplanmistir. Kontrol
grubu olarak ise steril distile su kullanilmigtir. Test petrileri ile kontrol petrileri aralarinda fark
goriilmemesi ile notralizanin uygun oldugu kabul edilmistir. Sonu¢ olarak ndtralizan sistemin;
dezenfektanin etkisini ortadan kaldirdigi ve ayrica tiremeyi inhibe etmedigi gosterilmistir.

Dezenfektan etkinliginin belirlenmesi icin tryptic soy broth (TSB) igerisinde bulunan
McFarland 0.5 degerine gore ayarlanmis bakteri slispansiyonundan (oda sicakliginda) 100 pl alinarak
900 pl dezenfektan soliisyonu igerisine eklenmistir. Antiseptikler i¢in 30 saniye ve 1 dakika;
dezenfektanlar icin 1, 5 ve 20 dakika temas siiresi olacak sekilde uygulanmistir. Ardindan hesaplanan
temas siireleri sonunda karigimlardan 100 pl alinip, 9900 pl nétralizan sistem (Ringer soliisyonu ile
hazirlanmis % 0.5°lik Tween 80 ¢ozeltisi) alkol bazli antiseptikler i¢in, Dey-Engley Neutralizing Broth
ise diger antiseptik ve dezenfektanlar) igine eklenip 10’ den 10®°e kadar diliie edilmistir. Her bir

diliisyon 6rneginden 100 pl alinip 3 TSA petrisi lizerine yayma plak yontemiyle ekim yapilmis ve 37
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°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Olusan koloniler sayilmis ve koloni olusturan birim
(kob) diliisyon faktoriiyle carpilarak hesaplanmistir. Dezenfektanin etkinligi rediiksiyon faktdriine gore
hesaplanmis ve su formiil uygulanmistir.
Rediiksiyon faktorii = (Logl0 predezenfektanli sayim - Log10 dezenfektanl sayim)
Logaritmik azalmanin 5 veya daha biiylik olmasi yeterli antimikrobiyal aktivite olarak kabul

edilmistir. Kontrol grubu olarak ise steril distile su kullanilmgtir.

SONUC VE TARTISMA

Ringer soliisyonu ile hazirlanmis % 0.5’lik Tween 80 ¢ozeltisinin alkol bazli antiseptikler igin,
Dey-Engley Neutralizing Broth ¢6zeltisinin ise diger antiseptik ve dezenfektanlar i¢in nétralizan etkili
oldugu, kontrol grubuyla yapilan karsilastirmada arasinda fark gozlemlenmemesi ile tespit edilmistir.

Uygun nétralizanin belirlenmesinden sonra antiseptik ve dezenfektanlarin etkinligi, kantitatif
slispansiyon test yontemi ile yapilarak antiseptikler i¢in 30 saniye ve 1 dakika, % 10 povidon iyot i¢in
ayrica 5 dakika, dezenfektanlar i¢in 1-5-20 dakikalik temas siirelerinde belirlenmistir [7].

Temas siireleri sonunda olusan koloniler sayilmis ve mililitrede koloni olusturan birim olarak
belirtilmigtir. Rediiksiyon faktorii dezenfektan etkisi olarak hesaplanmig, 5 ve yukarisi logl0
rediiksiyonlar yeterli bakterisidal etkinlik olarak belirlenmistir.

Rediiksiyon faktoriinii hesaplarken yapilan seyreltmeler géz oniine alinarak diliisyon oraniyla
carpilmistir.

Rediiksiyon faktorii= Log10 predezenfektanli sayim- Log10 dezenfektanl sayim

Calismamizda antiseptik olarak kullandigimiz % 70 etanol ile % 0.5 klorheksidin glukonat
karisimi, % 70 izopropil alkol ile klorheksidin glukonat karisimi ve % 70 izopropil alkol tiim
mikroorganizmalara 30 saniye ve 1 dakika temas siireleri sonunda etkili bulunmus fakat % 10 povidon
iyot soliisyonu ise sadece Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslarina karsi etkinlik gostermistir. % 10 povidon iyot
soliisyonu, iiriin etiketinde 6nerilen temas stiresi olan 5. dakikada ise Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 susu harig diger tiim suslara kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir (Tablo 1).

Dezenfektan olarak kullandigimiz % 2 gluteraldehit soliisyonu ve sodyum hipoklorit ¢ozeltisi
(NaClO) (1000 ppm) Pseudomonas aeruginosa ATCC 15542 susuna 1. dakika hari¢ diger temas
stirelerinde (5 dk, 20 dk) ve diger biitiin test suslarina karg1 tiim temas siirelerinde (1 dk, 5 dk, 20 dk)
yeterli antimikrobiyal aktivite gdstermistir. % 6 hidrojen peroksit soliisyonu ise Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15542, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve
Staphylococcus aureus ATCC 43300 suslarina karsi 1 dakika temas siiresinde etkinlik gdsterememistir.
Ancak 5 ve 20 dakika temas siiresinde bu suslara kars1 ve tiim temas siirelerinde diger suslara karsi

yeterli antimikrobiyal aktivite saptanmistir (Tablo 2).
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Tablo 1. Standart suslarin belirli temas siirelerinde antiseptiklere karsi rediiksiyon degerleri

Antiseptikler % 70 etanol, % 70 izopropil % 70 izopropil alkol | % 10 povidon-iyot
klorheksidin alkol, klorheksidin
glukonat % 0.5 glukonat
30s 1dk 30s 1dk 30s 1dk 30s 1dk 5dk
Staphylococcus | 8.03 8.03 8.03 8.03 8.03 8.03 1.92 3.03 7.17
aureus
ATCC 6538
Pseudomonas 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 3.05 3.39 7.07
aeruginosa
ATCC 15542
Staphylococcus | 8.43 8.43 8.43 8.43 8.43 8.43 1.07 1.17 3.87
aureus ATCC
43300
Staphylococcus | 8.67 8.67 8.67 8.67 8.67 8.67 1.12 1.61 7.16
aureus ATCC
25923
Staphylococcus | 8.15 8.15 8.15 8.15 8.15 8.15 5.24 8.54 8.54
epidermidis
ATCC 12228
Staphylococcus | 7.95 7.95 7.95 7.95 7.95 7.95 1.04 1.14 7.04
epidermidis
ATCC 35984
Escherichia 7.65 7.65 7.65 7.65 7.65 7.65 7.84 7.84 7.84
coli ATCC
25922
Pseudomonas 7.93 7.93 7.93 7.93 7.93 7.93 7.84 7.84 7.84
aeruginosa
ATCC 27853

En hizli ve etkili dezenfektan olarak ise % 2 gluteraldehit ve sodyum hipoklorit (1000 ppm
serbest klor) belirlenmistir. % 2 gluteraldehit ve sodyum hipoklorit (1000 ppm serbest klor), % 6
hidrojen peroksite gére daha hizl1 antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. % 6 hidrojen peroksitin genel
kullanimda yeterli aktivite gdsterebilmesi i¢cin daha uzun temas siiresi gerektirmesi (yiiksek diizey
dezenfektan etki igin 5-10 dakika) bunun sebebi olarak gosterilebilir.

Avct ve arkadaslari, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, metisiline direngli
Staphylococcus aureus, vankomisin direngli Enterococcus bakterileri iizerinde, antiseptik ve
dezenfektanlardan hastanelerde en sik kullanilan povidon-iyot (%10), sodyum hipoklorit (%5), etil alkol
ve glutaraldehitin (%2) antimikrobiyal etkinligini arastirdiklari ¢alismada tiim sulandirimlarda 1
dakikalik karsilasma sonrasi tiim bakterilerin {iremesini inhibe eden povidon-iyot (%10) en etkili
antiseptik olarak tespit edildi [8]. Direkt ve 1/2 sulandirimda yine 1 dakikada tiim bakterilerin iiremesini
inhibe eden glutaraldehit (%2) en etkili dezenfektan olarak gézlemlendi. Sodyum hipoklorit (%5) 1/10
sulandirimda kullanildiginda 1 dakikalik temas ile tim bakterilerin iiremesini inhibe ederken, 1/100
sulandirimda tiim bakterileri 6ldiirmek i¢in en az 5 dakika siire ile uygulanmasi, etil alkoliin ise %70’lik

konsantrasyonunun bakterilerle en az 2 dakika temasinin uygun oldugu saptandi [8].
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Tablo 2. Standart suslarin belirli temas siirelerinde dezenfektanlara karsi rediiksiyon degerleri

Dezenfektanlar Sodyum hipoklorit % 2 gluteraldehit % 6 Hidrojen peroksit

(NaClO)1000 ppm soliisyonu

30s 1dk 5dk 30s 1dk 5dk 30s 1dk 5dk
Staphylococcus 8.06 8.06 8.06 8.06 8.06 8.06 1.43 8.51 8.51
aureus
ATCC 6538
Pseudomonas 3.19 7.36 7.36 1.59 7.36 7.36 1.19 7.36 7.36
aeruginosa
ATCC 15542
Staphylococcus 8.60 8.60 8.60 8.60 8.60 8.60 1.86 8.60 8.60
aureus ATCC
43300
Staphylococcus 8.90 8.90 8.90 8.90 8.90 8.90 2.54 8.90 8.90
aureus ATCC
25923
Staphylococcus 8.54 8.54 8.54 8.54 8.54 8.54 8.54 8.54 8.54
epidermidis
ATCC 12228
Staphylococcus 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07 8.07
epidermidis
ATCC 35984
Escherichia coli 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84
ATCC 25922
Pseudomonas 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84 7.84
aeruginosa
ATCC 27853

Ficic1 ve arkadaslan tarafindan vyiiriitilen calismada, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde siklikla izole edilen nozokomiyal infeksiyon etkeni bakteriyel patojenlere karsi (25 Gram
pozitif, 19 Gram negatif), aym hastanede rutin olarak kullanilan 7 farkli dezenfektan (benzalkonyum
klorit, sodyum hipoklorit, povidon-iyot, klorheksidin glukonat, gluteraldehit, "% 0.5'lik pentandiol + %
12'lik ethandiol + % 7.5'lik didesil-dimetil amonyum klorit" karigimi, etoksidiamino akridin) modifiye
Kelsey-Sykes yontemi ile etkinlikleri yontinden arastirilmistir [9]. Klorheksidin glukonat, gluteraldehit
ve povidon-iyotun biitiin bakterilere karsi en etkili dezenfektan oldugu belirlenmistir [9].

Bulus ve Kaleli, 18 katilimci ile % 7.5 povidon iyot, % 4 klorheksidin glukonat ve sivi sabunun
total bakteri sayisinda ellerde ani, kalic1 ve birikici etkilerini karsilastirdigi ¢calismada, % 7.5 povidon
iyot antimikrobiyal etkinlik yoniinden s1v1 sabuna iistiinliik gosterirken, % 4 klorheksidin glukonatin ise
her 2 iiriine olan Ustiinliigi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur [10]. % 7.5 povidon iyot ve % 4
klorheksidin glukonat arasinda kalici etki agisindan anlamli fark saptanmazken diger iki antiseptik
soliisyonunun aksine sivi sabun birikici etki gostermemistir [10]. Sonug olarak % 4 klorheksidin
glukonatin ani, kalic1 ve birikici etkide gosterdigi basarisi sebebiyle hastanelerde el antiseptigi olarak
tercihinin uygun olacagi goriisiine varilmstir [10].

Atabek ve arkadaslarmin dezenfeksiyon ajanlarinin zamana bagli olarak 6l¢li malzemeleri
tizerinde etkilerini degerlendirdikleri arastirmada, Corynebacterium diphteriae, Neisseria, a-hemolitik

Streptokoklar, non-hemolitik Streptokoklar, koagiilaz negatif Stafilokoklar ve Bacillus tiirlerine kars1 3
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dakika siiresinde % 7.5 povidon iyot (PI), % 1 sodyum hipoklorit (SH) uygulamalarinin dlgi
maddelerinin dezenfeksiyonunda basarili oldugu sonucuna varilmistir [11].

Misirh  galismasinda, fosfat, klor, kuarterner amonyum bilesikleri ve alkol igeren
dezenfektanlarin % 0.1, % 0.5 konsantrasyonlarda; 1, 3, 5, 10 ve 15 dakika temas siirelerinde etkinlikleri
TSE EN 1276 slispansiyon test yontemi ile arastirmigtir [12]. Sonug olarak fosfatli dezenfektanlarin E.
coli tizerinde, kuarterner amonyum bilesiklerinin S. aureus’a karsi ¢ok etkili oldugu saptanmistir. Klorlu
dezenfektanlarin hem E. coli hem de S. aureus’a Kkarsi, alkollii dezenfektanin ise biitiin
mikroorganizmalara karsi etkin oldugu belirlenmistir [12]. Benzer sekilde ¢alismamizda da alkol ve klor
bazli (sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO) (1000 ppm)) dezenfektanlar yeterli antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir [12].

Sara¢’m 2009 yilindaki ¢alismasinda; antiseptik olarak; Zefan (% 10 Benzalkonyum kloriir),
Sterillium (propan-2-ol, Propan-1-ol, mesetronyum etilsulfat), Batticon (% 7.5 Povidon-iyot), Klorheks
(%4 Klorheksidin glukonat) ve Opakjel 10-70 (izopropil alkol, Etil alkol) S. aureus ATCC 6538,
P.aeruginosa NCTC 6749 suslarina kars1 dezenfektan olarak; Savonol 2 (% 2 glutaraldehit), Gludex FF
(% 2 gluteraldehit) ve Mooncid®Endo (% 2 glutaraldehit) Bacillus subtilis var. niger ATCC 9372,
Candida albicans ATCC 10231, S. aureus ATCC 6538, P.aeruginosa NCTC 6749 suslarina karsi
kantitatif slispansiyon test yontemiyle etkinlikleri arastirilmistir [13]. Gludex FF ve Zefan en etkili
kimyasal ajanlar olarak belirlenmis, Batticon (% 7,5 Povidon-iyot) en az etkili antiseptik olarak
saptanmustir [13]. B. subtilis var. niger ATCC 9372 susuna kars1t Mooncid® Endo 5, 15, 30 dk olmak
iizere tlim siirelerde etkisiz olurken, Gludex FF ve Savonol 2 ancak 30 dk temas siiresinde antimikrobiyal
aktivite gosterebilmistir [13]. Calismamizda da benzer sekilde alkol ve klorheksidin i¢eren antiseptikler
ve % 2 glutaraldehit ise sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (NaClO) (1000 ppm) ile beraber en etkili kimyasal
ajan olarak saptanmustir.

Ekizoglu ve arkadaslari kantitatif slispansiyon testi ile yaptiklart bir diger ¢aligmada, % 4
klorheksidin diglukonat’in 5 dakikalik temas siiresi sonunda antibiyotik direngli ve duyarli bakterilere
kars1 etkin oldugunu ve giivenli bir sekilde hastanelerinde kullanilabilecegini gostermislerdir [7]. Ancak,
klorheksidin konsantrasyonu azaldiginda, 6zellikle Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa
icin, bakterisidal aktivitede azalma tespit edilmistir [7].

Ersdz ve arkadaglarinin, santral ve periferik vendz katater uygulamalarinda oktenidin
hidrokloriir, klorheksidin diglukonat ve povidon iyodiiriin antiseptik etkilerinin karsilastirilmasmin
amaclandig1 ¢alismasinda, oktenidin hidrokloriir, klorheksidin diglukonat ve povidon iyodiir antiseptik
soliisyonlar1 arasinda antimikrobiyal etkinlik agisindan anlamli bir fark bulunmadigr saptanmstir [14].

Gilirpinar ve arkadaslarinin  hastanelerde siklikla kullanilan antiseptiklerin, kantitatif
siispansiyon testi ile antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi calismada (% 70 etanol ve % 0.5

klorheksidin diglukonat karisimi, % 70 (2- propanol) ve klorheksidin diglukonat karisimi, % 70 (2-
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propanol), % 7.5 povidon iyot, % 10 povidon iyot), biyofilm olusturan (Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984) ve biyofilm olusturmayan (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) suglarina kars1 30
saniye ve 1 dakika siirelerinde yeterli antibakteriyel etki saptanmistir [15].

Herruzo ve arkadaglar % 5 klorheksidin ve % 10 povidon iyot icerikli sabunlarla yaptiklarn
caligmalarinda % 5 klorheksidin icerikli 6rneklerle daha iyi antibakteriyel etki saglandigim
gostermislerdir [16].

Ohtake ve arkadaslari, yogun kemoterapi alan hastalarda santral venoz katater yerlestirilmeden
once cilt dezenfeksiyonu igin % 70 alkol + % 1 klorheksidin glukonatin etkinliginin povidon iyot ile
karsilastirildigi calismada, povidon iyot ile karsilastirildiginda % 70 alkol + % 1 klorheksidin glukonatin
hematolojik maligniteleri olan hastalarda advers deri reaksiyonlarina neden olmadan kateterle iliskili
enfeksiyonu potansiyel olarak azalttigi tespit edilmistir [17].

Lee ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, klorheksidin kullanimi ve vendz giris i¢in uygun bir alanin
secilmesi sonucunda kateter iligkili enfeksiyon insidansinin azaldig: tespit edilmistir [18].

Andonissamy ve arkadaslarinin yiiriittiigii, tam protezlerden izole edilen Staphylococcus aureus
ve viridans streptokokal bakteri tiirlerine karsi farkli zaman dilimlerinde kullanilan ¢esitli
dezenfektanlarin antibakteriyel etkinliginin kaydedilmesinin amaglandigi calismada, biyofilm olusturan
S. aureus igin, % 2 glutaraldehit en iyi antibakteriyel etkinligi gostermis ve bunu % 1 sodyum hipoklorit
ve % 3.8 sodyum perborat izlemistir [19]. Biyofilm olusturan viridans streptokok tiirleri i¢in ise % 2
glutaraldehit en iyi antibakteriyel etkinligi gostermistir [19].

Yilmaz ve arkadaglarinin, ameliyat oncesi klorheksidin glukonatla yapilan dusun cerrahi alan
enfeksiyonunu azaltmadaki roliiniin aragtirildigi 120 hastadan olusan hasta grubuyla yapilan ¢aligmada
klorheksidin glukonatin etkinligi ciltteki bakteri kolonizasyonu agisindan degerlendirilmistir [20].
Neisseria, Corynebacterium, Micrococcus ve alfa Streptokok tiirlerini azaltmada etkisiz oldugu ancak
koagiilaz negatif stafilokoklar1 (KNS) azaltmada etkili oldugu saptanmustir [20].

Yigit ve arkadaglarinin galigmasinda, % 0.08’1lik sodyum hipoklorit ve % 3.5’1lik povidon iyot
soliisyonu, biyofilm olusturan Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 suslari tizerindeki
etkinligi modifiye Kelsey-Sykes metodu kullanilarak degerlendirilmistir [21]. Povidon iyot (% 0.35) ile
2 dk maruziyet sonucu S. aureus ve S.epidermidis suslarindaki bakterilerin tamamu 6liirken, E. coli ve
P. aeruginosa susundaki bakterilerin bir kismi1 yasamis ve kiltiirde yeniden iireme olmugtur [21].
Sodyum hipoklorit (% 0.08) ile 2 dk maruziyet sonucu bakterilerin tamam liirken, P. aeruginosa
susundaki bakterilerin bir kismi yasamis ve kiiltiirde yeniden tireme gergeklesirken sodyum hipoklorit
(% 0.08) ve povidon iyot (% 0.35) ile 5 dk maruz kalindiginda ise tiim bakteri suslarimi oldiirdiigii
saptanmustir [21].
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Referans sus olarak sectigimiz enfeksiyon etkeni mikroorganizmalarla yaptigimiz ¢aligmada
buldugumuz sonuglar genel olarak bu alanda yapilan ¢aligmalarin sonuglartyla benzerlik gdstermistir.

Calismamizda kullandigimiz antiseptikler ve dezenfektanlar Gzellikle hastanelerde farkli
amagclarla ve siklikla kullanilmaktadir. Dezenfektan ve antiseptiklerin dogru secilmesi ve kullanimi
basta hastane enfeksiyonlarini 6nlemede, direngli mikroorganizma suslarinin gelismesini sinirlamada ve
hastane disinda da yaygin kullanimi olmasiyla olduk¢a ©nemlidir. Bunun igin dezenfektan ve
antiseptiklerin istenen antimikrobiyal etkinligi gosterdiginin tayini i¢in, giivenilir yontemlerle 6zellikle
hastane enfeksiyonuna yol acan mikroorganizmalar iizerinde test edilmesi biiyiik 6nem tasir.

Bu alanda konunun 6nemi goz oniine alinarak, daha ¢ok sayida mikroorganizma susu, hastane
izolat1 ile dezenfektanlarin ve antiseptiklerin aktivitelerini etkileyen farkli kosullar da testin igerigine
uygun olarak saglanip, daha farkli etkinlik testi ile karsilastirmali olarak yapilmasi gerekmektedir.
Bununla ayrica, dezenfektan ve antiseptikler icin hangi test yonteminin en giivenilir oldugu hususuna

da 1s1k tutulacaktir.
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OZGUN MAKALE / ORIGINAL ARTICLE

CUPANIOSCORDUM SEKSIYONUNA AIiT UC ALLIUM L.
(AMARYLLIDACEAE) TURUNUN YAPRAK VE SKAPUS ANATOMISI

LEAF AND SCAPE ANATOMY OF THREE ALLIUM L. (AMARYLLIDACEAE) SPECIES
FROM SECT. CUPANIOSCORDUM
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07/

Amag: Allium L. (Amaryllidaceae) cinsi Tiirkive'de dogal yayilis gésteren en genis monokotil
cinslerdendir. Sogan, sarimsak ve diger Allium tiirleri ge¢miste ve giiniimiiz tedavi sistemlerinde yer alan
onemli terapotik ajanlardir. Antioksidan, antikanser, antitrombotik, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antihipertansif, antigangren, aterosklerotik, hipokolesterolemik, antimutajenik, antiastmatik, antiaterojenik,
bagisiklik diizenleyici ve prebiyotik olarak, bir¢ok kronik hastaligi iyilestirici etkilerinden dolayr diinya
genelinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Cinsinin taksonomisinin aydinlatilmasi, biyoaktivite ¢alismalari igin
son derece onemlidir. Bu ¢calismada, Allium cinsine ait Cupanioscordum seksiyonundan yakin akraba ii¢ tiiriin,
A. callidyction, A. peroninianum ve A. hirtovaginatum, yaprak ve skapus anatomilerinin karsilastirmal olarak
degerlendirilmesi amacglanmigtir.

Gereg ve Yontem: Dogal ortamlarindan toplanan canl bitkilere ait skapus ve yaprak kistmlari anatomik
calisma yapmak iizere %70’°lik alkol i¢inde muhafaza edilmistir. Skapus ve yaprak orneklerinden elle alinan
enine kesitler sartur reaktifi ile muamele edilerek preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlarin
anatomik fotograflari 4x, 10x veya 40x biiyiiltmelerde, mikroskoba baglh Leica CME kullanilarak ¢ekilmistir.

Sonuc ve Tartisma: A. callidyction, A. peroninianum ve A. hirtovaginatum yakin tiirleri anatomik olarak
birbirlerinden yapraklarin ventral ve dorsalindeki iletim demetlerinin sayisi biiyiikliigii bakimindan ayrilirlar.

Anahtar Kelimeler: Anatomi, Allium callidyction, Allium peroninianum, Allium hirtovaginatum, Tiirkiye

ABSTRACT

Obijective: The genus Allium L. is one of the largest monocot genera and naturally distributes in Turkey.
Onion, garlic and other Allium species are among the important therapeutic agents in past and present
treatment systems. They are widely used as antioxidant, anticancer, antithrombotic, antidiabetic, antimicrobial,
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antihypertensive, antigangrene, atherosclerotic, hypocolesterolemic, antimutagenic, antiasthmatic,
antiatherogenic, immunomodulator and prebiotic all around the world due to their healing effects on many
chronic diseases. Taxonomic elucidation of the genus is extremely important for bioactivity studies. In this
study, we aimed to compare the leaf and scape anatomy of closely related species A. callidyction, A.
peroninianum and A. hirtovaginatum belong to sect. Cupanioscordum.

Material and Method: Scape and leave samples of living plants collected during the field trip were
preserved in 70% alcohol for anatomical study. Cross-sections from scape and leaf samples were treated with
sartur reagent and slides were prepared. Anatomical photographs of the preparation were taken at 4x, 10x or
40x magnifications by Leica CME.

Result and Discussion: A. callidyction, A. peroninianum and A. hirtovaginatum species are anatomically
differentiated from each other in terms of the number and shape of vascular bundles.

Keywords: Anatomy, Allium callidyction, Allium peroninianum, Allium hirtovaginatum, Turkey

GIRIS

Allium L. cinsi diinya genelinde 900’den fazla, iilkemizde ise yaklagik 220 tiirle temsil
edilmektedir. Allium cinsi bir tir haric (A. synnotii G. Don) Kuzey Yarimkiirede yayilis
gostermektedirler [1]. Daha ¢ok Giineybat1 ve Orta Asya’da, ikinci ve nispeten kiiciik yayilisi ise Kuzey
Amerika’da goriiliir [2-9] Tiirkiye, diinyada Allium cinsinin baglica yayilis gosterdigi Giineybat1 Asya
bolgesine dahil olmakla kalmaz, en fazla tiir sayisi ile en genis yayilisin da sahibidir [10-12]. A. sativum
L. (sarimsak) ve A. cepa L. (sogan) yaninda; A. porrum L. (pirasa), A. fistulosum L. (yesil sogan), A.
ascalonicum L. (arpacik sogani), A. ursinum L. (yabani sarimsak), A. ampeloprasum L. (kaya sarimsagi,
dag kormeni), A. schoenoprasum L. (sirmo), A. tuberosum L. (frenk sogani) gibi mutfagin vazge¢ilmezi
olan tiirlerin de yer aldigi Allium cinsinin tibbi bitki olarak kullanimlari tarih Oncesi ¢aglara
dayanmaktadir.

Allium, biyoaktif maddeler bakimindan olduk¢a zengin olup bu konuda yapilmis sayisiz
calismanin da ortaya koydugu iizere bir¢ok aktiviteye sahip, farmasotik botanik agidan degerli bir
cinstir. Allium cinsi iizerine yapilan kimyasal caligmalarda 200’den fazla bilesigin varligi tespit
edilmistir [13, 14]. Hipolipidemik, antikanser, antitrombotik, antidiyabetik, antimikrobiyal, antioksidan,
antihipertansif, antigangren, antiaterosklerotik, antikolesterolemik, antimutajenik, antiastmatik,
antiaterojenik, bagisiklik diizenleyici ve prebiyotik olarak bir¢ok kronik hastalig1 iyilestirici etkilerinden
dolay1 diinya genelinde yaygin olarak kullamlmaktadir [15-24]. Cupanioscordum Cheschmejiyev
seksiyonu genellikle Akdeniz havzasinda yayilis gosteren nispeten kiigiik bir seksiyondur. Seksiyonun
diyagnostik karakterleri sdyledir: Kahverengi, agsi—fibrilli sogan dis tunikasi; ipliksi silindirik, yari
silindirik, yar1 ¢iplaktan sik tiiylilye kadar yapraklar; kalici, tabanda koni seklinde tiip olusturan ve
pediselleri birbirine az ¢ok paralel olacak sekilde saran spata; az sayida ¢icege sahip, tek tarafa meyilli,
koni seklinde (nadiren yar1 kiiresel) umbella; silindirik-urseolat perigon; perigondan kisa beyaz-pembe,
pembe-mor filamentler; iyi gelismis nektaryumlara sahip ovaryum; perigondan kisa kapsiil [25].
Seksiyonun taksonomik sinirlarmin belirlenmesi ¢aligmalar1 halen devam etmektedir. Tiirkiye’de bu

seksiyona tiye li¢ tiir yiiksek oranda polimorfizm gostermektedirler. Tiirlerin ayrim karakterleri kimi



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 309-320, 2021 Eksi ve ark. 311

zaman i¢ ige gecmektedir. Cins i¢i taksonomik problemlerin ¢6ziimiinde morfololojik verilerin yaninda
filogenetik, kemotaksonomik, anatomik bulgular da son derece belirleyicidir [5, 7]. Bu ¢alismada,
Tiirkiye’de Cupanioscordum Cheshmedzhiev seksiyonuna ait dogal yayilis gosteren ii¢ Allium tiiriiniin,
A. callidyction C.A.Mey. ex Kunth, A. peroninianum Azn. ve A. hirtovaginatum Kunth, bitki anatomisi
caligmalarinda karakteristik Ozelliklerin sergilenmesi ag¢isindan 6nemli olan skapus ve yaprak
anatomileri aydinlatilmig ve karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar, ayirt edici

karakterlerin kesin ¢izgilerle belirlenmesinde cinsin taksonomisine katki saglamustir.

GEREC VE YONTEM

Arazi ¢aligmasinda toplanan canli bitkilere ait govde, yaprak kisimlart anatomik caligma
yapmak tizere %70’lik alkol i¢ine alinmistir. Skapus ve yaprak 6rneklerinden elle alinan enine kesitler
Sartur ve/veya kloral hidrat reaktifleri ile muamele edilerek preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan
yaprak ve skapus preparatlarinin anatomik fotograflari 4x, 10x veya 40x biiyiiltmelerde, mikroskoba

bagli Leica CME (Almanya) fotograf makinesi kullanilarak ¢ekilmistir.

Tablo 1. Bitki materyallerinin toplandig: lokaliteler

Tiir ad1 Lokalite Herbaryum
numarasi
Allium peroninianum | Istanbul: Kayis Dag1 Etekleri, 400m, 10 viii 2014,
Azn. G. Eksi & M. Bona AEF 26662
Allium Mugla: Fethiye—Dalaman arasi, Kargi Kdyii’ne
hirtovaginatum Kunth varmadan, agaglandirma sahasi, 150-200 m, 13 AEF 26500
g viii 2016, G. Eksi & M. Bona
Allium callidyction Malatya: Akcadag, Levent road, rocky places, AEE 26660
C.A.Mey. ex Kunth 1050 m, 12 vii 2014, G. Eksi & M. Bona

SONUC VE TARTISMA

Allium callidyction C.A.Mey. ex Kunth.

Holotip: IRAN. [N.W. Iran] Persia borealis [in collibus sterilissimis lapidosis circa Khoi et
Seidschadzi provo Aderbidjan, Szovits 484].

Sinonim: A. araxanum Fomin, A. fimbriatum Schischkin, A. incisum Fomin.

Cigeklenme: Haziran-Agustos. Fitocografik Bolge: Iran-Turan elementi. Yayilis ve Habitat:
Kuzeybat1 Iran, Irak, Tiirkiye. Allium callidyction tiirii Dogu Anadolu Bolgesi’nde 10002300 m arast

yiiksekliklerde dogal yayilig géstermektedir. Taksonomik not: A. callidyction tiirii renk ve i¢-tepal ucu
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parcalanmasi bakimindan degisken bir tiirdiir [26]. Taksonomik olarak en yakin tiirli Tiirkiye i¢in
endemik bir tiir olan A. peroninianum tiirtidiir.

Yaprak enine kesiti bobrek seklindedir. Epidermisin diga bakan duvari kalinlasmis ve disaridan
iyi gelismis, yiizeyi hafif¢e dentikulat bir kiitikula ile ¢cevrelenmistir. Epidermis iizeri tek hiicreli ortii
tityleri ile kaplidir. Daginik halde bulunan stomalar tiim yaprak yiizeyini kaplar. Parenkimatik doku;
palizat parenkimasi ve slinger parenkimasi olmak iizere iki siralidir. Periferde silindirik, liimene bakan
tarafta ise kiiresel hiicrelerden olusan palizat parenkimasi 2-3 siralidir, diizenli ve hiicre aralar
bosluksuzdur. Siinger parenkimasi hiicrelerinin de kiiresel palizat parenkimasi hiicreleri gibi
hiicrelerarast bosluklart yoktur. Siinger parenkimasi, periferinde ¢ok sayida salgi hiicresi igerir, yaprak
ayasinin genisledigi orta kisimlarda hiicreler birbirinden kopuktur. iletim demetlerinin sayis1 7-10 tanesi
ventral, 9-12 tanesi dorsal olmak tizere genellikle 16-22 adettir. Dorsaldeki iletim demetleri bir biiyiik
bir kiiclik seklinde siralanmislardir. Ventraldeki iletim demetleri ise nispeten kiiciiktiir (Sekil 1; A, B,
C, D).

Skapus enine kesitte hemen hemen yuvarlaktir. Epidermis dokusu disa bakan duvarlar
kalinlagmus tek sirali hiicrelerden olusur. Disaridan iyi gelismis, tistii hafif krenat kiitikula tarafindan
cevrelenir. Sklerenkima lifleri ve epidermis arasinda 5-7 sirali parenkima hiicreleri bulunur.
Sklerenkima dokusu 5-9 sirali ¢eperi kalinlasmis yuvarlak hiicrelerden olusur. Periferde yer alan
hiicreler daha kiigiik ve hiicre duvarlart daha kalinken liimendeki hiicreler daha biiyiik ve duvarlar1 daha
incedir. Bu hiicrelerin bazilarinda nisasta taneleri net bir sekilde gdzlenebilir. iletim demetleri
sklerenkima dokusunun disa ve i¢ce bakan tarafinda olmak lizere iki halka iizerinde siralanmustir.
Periferdeki halkada ayni boyutlarda 12-16 adet iletim demeti bulunur. Bunlar i¢ halkadakilere nazaran
kiiciiktiir. I¢ tarafta dis halkadakilerden daha biiyiik ve kendi i¢lerinde ayni ii¢ adet iletim demeti bulunur
(Sekil 1; E, F).

Brullo ve ark. (1997) Yunanistan’da yayilis gosteren A. karistanum Brullo, Pavone & Salmeri
tirtind bilim diinyasina tanittig1 yaymda A. callidyction ve A. peroninianum tiirlerinin yaprak anatomisi
bakimindan A. greuteri Brullo & Pavone, A. pentadactyli Brullo, Pavone & Spamp ve A. karistanum
tirlerine benzedigini ortaya koymustur. A. karistanum tiirliniin yaprak enine kesiti A. callidyction ve A.
peroninianum tiirlerinde oldugu gibi bobrek seklindedir. Epidermis tabakasi iyi geligmis bir kiitikula ile
cevrelenmistir. Dis yiizey tiiylerle kaphidir. Palizat parenkimasi iki sirali ve diizenli bir sekilde dizilmis
hiicrelerden olusmaktadir. Siinger parenkimasi hiicreleri ise olduk¢a yogun, orta kisimda palizat
parenkimasia uzak kisimlarda nispeten bilyliktiir. Stinger parenkimas1 periferinde ¢ok sayida salgi
kanalt bulunmaktadir. iletim demetlerinin sayist; 6 tanesi dorsal, 4 tanesi ventralde olmak iizere 10
tanedir [27]. Bu calismada, gbzlemlenen farkliliklar séyledir. A. peroninianum ve A. callidyction

tiirlerinin yaprak anatomileri incelendiginde epidermisin diga bakan duvari kalinlasmis ve yiizeyi hafifge
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dentikulat bir kiitikula ile ¢evrelenmistir. Iletim demetlerinin sayis1 9-12 tanesi dorsal, 7-10 tanesi
ventralde olmak tlizere 16-22 tanedir (Sekil 1; A, B, C, D).

— 0T

iD

Sekil 1. Allium callidyction yaprak ve skapus anatomisi. A, B, C, D yaprak enine Kesiti, E, F skapus
enine kesiti. (K) kiitikula, (OT) ortii tiiyii, (E) epidermis, (S) stoma, (PP) palizat parenkimasi, (SH)
salgi hiicresi (ID) iletim demeti, (X) ksilem, (F) floem, (SP) siinger parenkimas, (YB) yaprak boslugu,
(GB) gévde boslugu (Inceleme Ortamu: Sartur)

Allium peroninianum Azn.

Lektotip: TURKIYE. [Turkey, Istanbul] endroits rocheux de Yacadjik-Dagh [Yakacik Dagi],
20 viii 1893, Aznavour 2202 (G00165023!).

Cigeklenme: Haziran-Agustos. Fitocografik Bélge: iran-Turan elementi. Yayihs ve Habitat:
Endemik bir tiir olan Allium peroninianum Orta, Kuzey ve Giiney Anadolu Bolgelerinde 400-3000 m
aras1 yiksekliklerde dogal yayilis gostermektedir. Taksonomik not: A. peroninianum tiiriiniin
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morfolojik olarak en yakin oldugu tiir A. callidictyon tiirtidiir. Bu tiirden tiggen-dar filament tabani, tek
tarafa meyilli umbellas1 ve yayilis alan1 bakimindan kolaylikla ayrilmaktadir [26].

Yaprak enine kesiti bobrek seklindedir. Epidermisin disa bakan duvari kalinlasmis ve disaridan
iyi gelismis, yiizeyde hafifce krenulat bir kiitikula ile ¢evrelenmistir. Daginik halde bulunan stomalar
tiim yaprak yiizeyini kaplar. Parenkimatik doku palizat parenkimasi ve siinger parenkimasi olmak iizere
iki siralidir. Periferde silindirik, limene bakan tarafta ise kiiresel hiicrelerden olusan palizat parenkimasi
periferdeki ilk iki sira nispeten biiyiik olmak kaydiyla 2-3 sirali, diizenli ve hiicre aralar1 bosluksuzdur.
Stinger parenkimasi hiicreleri kiireseldir ve de palizat parenkimasi hiicreleri gibi bosluksuzdur. Siinger
parenkimasi, periferinde ¢ok sayida salgi hiicresi ierir. Iletim demetlerinin sayis1 9-10 tanesi dorsal, 7-
10 tanesi ventralde olmak iizere genellikle 16-20 adettir. Dorsal iletim demetleri bir biiyiik bir kii¢iik
seklinde siralanmislardir. Ventraldeki iletim demetleri kiigiiktiir (Sekil 2; A, B, C, D).

Skapus enine kesitte hemen hemen yuvarlaktir. Epidermis dokusu disa bakan duvarlar
kalinlagmus tek sirali hiicrelerden olusur. Disaridan iyi gelismis, ist kisimda hafif dentikulat bir kiitikula
tarafindan c¢evrelenir. Sklerenkima lifleri ve epidermis arasinda 2-3 sirali parenkima bulunur.
Sklerenkima dokusu 7—11 sirali, yuvarlak hiicrelerden olusur. Periferde hiicreler daha kiigiik ve ¢eperleri
daha kalinken limendeki hiicreler daha biiylik ve duvarlari daha incedir. Bu hiicrelerin bazilarinda
nisasta taneleri net bir sekilde gdzlenebilir. iletim demetleri, sklerenkima dokusunun disa ve ice bakan
tarafinda olmak tizere iki halka {izerinde siralanmustir. Periferdeki halkada yaklasik olarak ayni
boyutlarda 14-18 adet iletim demeti bulunur. i¢ tarafta dis halkadakilerden daha biiyiik ve kendi
iclerinde ayni dort adet iletim demeti bulunur. Anatomik olarak A. peroninianum ve A. callidyction
scapuslar1 benzer goriiniime sahiptir (Sekil 2; E, F).

Allium hirtovaginatum Kunth

Lektotip: TURKIYE. [Izmir] Asia mineure, Tchesmé (Cesme), no date, G.A. Olivier & J.G.
Bruguiére s.n. (P00747843!).

Sinonim: A. cupani subsp. hirtovaginatum (Kunth) Stearn

Ciceklenme: Haziran-Agustos. Fitocografik Bolge: Akdeniz elementi. Yayilis ve Habitat:
Bat1 Anadolu ve Ege Adalari’nda 0-350(-700) m yiikseklikleri arasinda dogal yayilis gostermektedir.
Taksonomik not: A. hirtovaginatum tiirii taksonomik olarak A. cupani Raf. tiirii ile benzerlik gosterir.
Ancak A. hirtovaginatum tiiriinde spatanin umbelladan uzun olmasi bu iki yakin tiirii birbirlerinden
kesin bir sekilde ayirmaktadir.

Yaprak enine kesiti bobrek seklindedir. Epidermisi meydana getiren tek sira halinde dizilmis
hiicreler ve disaridan iyi gelismis bir kiitikula ile ¢evrelenmistir. Daginik halde bulunan stomalar tiim
yaprak yiizeyini kaplar. Palizat parenkimasi hiicreleri tek sirali, diizenli, silindirik ve hiicrelerarasi
bosluksuzdur. Siinger parenkimasi hiicreleri ise kiireseldir ve palizat parenkimasi hiicrelerinde oldugu

gibi hiicrelerarasi bosluksuzdur. Siinger parenkimasi periferinde ¢ok sayida salgi hiicresi bulunur. iletim
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demetleri 3-5 tane ventral, 5 tanesi dorsal olmak iizere genellikle 8-10 adettir. Dorsaldeki iletim
demetleri orta kisma biiyiik iletim demeti denk gelecek sekilde bir biiyiik bir kiiciik olarak
siralanmiglardir. Ventraldeki iletim demetleri nispeten kiigtiktiir (Sekil 3; A, B, C, D).

Sekil 2. Allium peroninianum yaprak ve skapus anatomisi. A, B, C, D yaprak enine kesiti, E, F skapus
enine kesiti. (K) kiitikula, (S) stoma, (E) epidermis, (ID) iletim demeti, (X) ksilem, (F) floem, (SH)
salgt hiicresi (PP) palizat parenkimasi, (SH) salgi hiicresi, (SP) siinger parenkimasi, (YB) yaprak
boslugu, (GB) gévde boslugu (Inceleme Ortami: Sartur)

Skapus enine kesitte yuvarlaktir. Epidermis dokusu disa bakan duvarlar kalinlagmig tek siral
hiicrelerden olusur. Disaridan iyi gelismis, iist yiizeyi hafif dentikulat bir kiitikula tarafindan ¢evrelenir.
Sklerenkima hiicreleri ve epidermis arasinda 4-5 sirali parenkima hiicreleri bulunur. Sklerenkima
dokusu 7-9 sirali, yuvarlak hiicrelerden olusur. Periferal kortekste yer alan hiicreler daha kiiciik ve

ceperleri daha kalinken skapus bosluguna bakan hiicreler daha biiyiik ve duvarlar1 daha incedir. Bu
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hiicrelerin bazilarinda nisasta taneleri net bir sekilde gozlenebilir. iletim demetleri sklerenkima
dokusunun disa ve ige bakan tarafinda olmak tizere iki halka tizerinde siralanmigtir. Periferdeki halkada
ayni boyutlarda 10-14 adet iletim demeti bulunur. Bunlar i¢ halkadakilere kiyasla kiiciiktiir. Ventrale
yakin halkada dis halkadakilerden biiyiik 4 adet iletim demeti bulunur (Sekil 3; E, F).

Sekil 3. Allium hirtovaginatum yaprak ve skapus anatomisi. A, B, D yaprak enine kesiti, C Yaprak
Yiizeyel Kesit, E, F skapus enine kesiti. (K) kiitikula, (OT) ortii tityii, (E) epidermis, (S) stoma, (PP)
palizat parenkimasi, (SH) salg1 hiicresi, (ID) iletim demeti, (X) ksilem, (F) floem, (SP) siinger
parenkimas: (GB) govde boslugu, (YB) yaprak boslugu (Inceleme Ortanu: Sartur)

Pavone (2015) Yunanistan’da yayilis gosteren A. greuteri Pavone tiirliniin yaprak anatomisi
bakimindan A. hirtovaginatum tiiriine benzedigini ortaya koymustur. Bu yayida A. greuteri tiiriiniin
epidermis tabakasi A. hirtovaginatum tiirtinde oldugu iyi gelismis bir kiitikula ile ¢evrelenmistir. Palizat

doku tek sirali palizat parenkimasi hiicrelerinden olugsmaktadir. Siinger dokusu hiicreleri ise oldukca
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yogundur, orta kisimdakiler palizat parenkimasina uzak kisimlardakilere kiyasla biiyiiktiir. Siinger doku
periferinde ¢ok sayida salgi kanali bulunmaktadir. Iletim demetlerinin sayist 3 tanesi dorsal, 2 tanesi
ventralde olmak lizere 5 tanedir [28] Yaptigimiz c¢aligmada, gozlemlenen farklar ise sdyledir: A.
hirtovaginatum yaprak kesitine bakildiginda yaprak enine kesitinin bobrek seklinde oldugu
goriilmiistiir. D1s yiizey tiiylerle kaplhidir. Siinger parenkimasi yaprak ayasinin genisledigi kisimlarda
boslukludur. Iletim demetleri 3-5 tane ventral, 5 tanesi dorsal olmak iizere genellikle 8-10 adettir (Sekil
3.E,F).

A. callidyction ve A. peroninianum tiirlerinde spatanin iki parcali olusu bu tiirleri spatasi tek
parca olan A. hirtovaginatum tiiriinden net bir sekilde ayirmaktadir. Anatomik sonuglar da morfolojik
farkliliklart desteklemektedir. A. callidyction, A. peroninianum ve A. hirtovaginatum tiirleri
birbirlerinden yaprak ve govdenin ventral ve dorsalindeki iletim demetlerinin sayis1 ve biiyiikliikleri ve
parenkima hiicrelerinin dizilimleri bakimindan ayrilirlar. A. callidyction tiiriiniin yapraginda iletim
demetlerinin say1s1 9-12 tanesi dorsalde, 7-10 tanesi ventralde olmak tizere 16-22 adet, A. peroninianum
tiriinde 9-10 tanesi dorsalde, 7-10 tanesi ventralde olmak tizere 16-20 adet ve A. hirtovaginatum tiiriinde
ise 3-5 tanesi ventralde, 5 tanesi dorsalde olmak tizere genellikle 8-10 adettir. Skapus enine kesitinde
iletim demetlerinin sayisi A. callidyction tiriinde periferde 12-16 tane, ventralde ii¢ tane, A.
peroninianum tiirinde periferde 14-18 tane, ventralde dort tane ve A. hirtovaginatum tiiriinde ise
periferde 10-14 adet, ventralde dort adettir. Benzer sekilde ti¢ tiir palizat parenkimasi ve sklerenkima
hiicre dizilimlerinin sayilar1 bakimindan da ayrismaktadirlar (Tablo 2). Bu calismada, Tiirkiye’de
Cupanioscordum seksiyonuna ait dogal yayilis gésteren ve yiiksek oranda polimorfik tig tiiriin gévde ve
yaprak anatomileri karsilastirmali olarak incelenmis, incelenen tiirlerin Akdeniz havzasinda yayilig
gOsteren yakin tiirler ile benzerlikleri tartisilmistir. Sonug olarak, cinsin ve seksiyonun taksonomisine

katki saglayacak belirgin anatomik farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. A. callidyction, A. peroninianum ve A. hirtovaginatum tiirlerinin temel anatomik farklar

A. callidyction A. peroninianum A. hirtovaginatum
Dorsalde iletim demeti 9-12 adet 9-10 adet 5 adet
sayisl
Yaprak | Ventralde iletim demeti 7-10 adet 7-10 adet 3-5 adet
sayis1
Palizat parenkimasi 2-3 sirali 2-3 sirali tek sirali
Periferde iletim demeti 12-16 adet 14-18 adet 10-14 adet
sayi1s1
Govde | Liimende iletim demeti 3 adet 4 adet 4 adet
sayisl
Parenkima hiicreleri 5-7 sirali 2-3 sirali 4-5 sirali
Sklerenkima hiicreleri 5-9 sirali 7-11 sirali 7-9 sirali
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ABSTRACT

Obijective: The purpose of the present work is to detail a study of the interaction between naphthoquinone-
based analytical reagents and such pharmacologically active ingredients as acetylcysteine, f-alanine and
taurine (2-aminoethanesulfonic acid) including the isolation and structure elucidation of the formed products.

Material and Method: UV-visible spectrophotometry was applied to determine the stoichiometric
coefficients of reactants in reactions between the pharmaceutical substances and naphthoquinone derivatives.
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Amag: Naftokinon esash analitik reaktiflerin asetilsistein, f-alanin ve taurin (2-aminoetanosiilfonik asit)
gibi farmasotik agidan aktif maddelerle etkilisimin, olusan iiriinlerin ayirimi yapt olusumu dahil olmak tizere
detayli incelemesidir.

Gerec ve Yontem: Farmasdtik maddeler ile naftokinon tiirevieri arasindaki reaksiyonlarda reaktanlarin
stokiyometrik katsayilarim belirlemek i¢in UV - Vis spektrofotometri yontemi uygulandi. Reaksiyon iiriinlerinin
yapisint kanitlamak i¢in 1H NMR-spektroskopi, IR spektroskopi, kiitle spektrometrisi kullanildr.

Sonu¢ ve Tartisma: Kinon tiirevieri ile arastirilan tibbi maddelerin reaksiyonlarinda reaktanlarin
stokiyometrik iliskileri, doyurma ve siirekli degisim yontemleri ile belirlenmistir. Iliski her durumda 1: 1'dir.
Bilegen reaksiyonu ve reaksiyon yolu icin optimal kogullarin belirlenen iliskilerine gére, asetilsisteinin 2,3-
dikloro-1,4-naftokinon ve taurin ile, f-alanin ile sodyum 1,2-naftokinon-4-siilfonat ile etkilesim iiriinleri izole
edilmis ve tanmimlanmugtir. Bilesiklerin yapisini olusturmak icin 1H NMR-spektroskopi, IR spektroskopisi, kiitle
spektrometrisi kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Asetilsistein, f-alanin, taurin, naftokinon tiirevieri, reaksiyon iirtinleri

INTRODUCTION

Naphthoquinones are known as high reactive compounds, that intensively studied as promising
bioactive agents [1, 2], mediators in oxidation processes [3] and dyes [4]. Lately, the abovementioned
compounds repeatedly described as reagents used for the colorimetric quantitative determination of
various pharmacologically active ingredients and biologically significant compounds. Among
substituted naphthoquinones dichlone (2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone) and 1,2-naphthoquinone-4-
sulphonic acid sodium salt proved to be the most widely used colorizing reagents. Thus, dichlone was
proposed as an effective reagent for quantitative determination of primary amines [5]. The
spectrophotometric estimation of piperazine in dosage forms using dichlone and acetaldehyde as
reagents was described as one of the possible modifications of elaborated before analytical methods [6].
Charge—transfer reaction of 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone with crizotinib was used for development
of microwell assay for its quantitative determination in capsules [7]. Authors substantiated the nature of
the abovementioned reaction products by computation approaches [8]. Also, 2,3-dichloro-1,4-
naphthoquinone found to be an effective colorizing reagent for spectrophotometric determination of
isoniazid in presence of its hydrazones.

Data related to the application of 1,2-naphthoquinone-4-sulphonic acid sodium salt for the
spectrophotometric quantitative determination of amino-group containing pharmaceuticals in various
objects were generalized and critically evaluated in the comprehensive review by Elbashir A.A. et al
[9]. 1t was shown that usage of 1,2-naphthoquinone-4-sulphonic acid sodium salt was reasonable for
quantitative determination of analytes as in dosage forms so in biological material (urine and plasma).
The authors also summarized the information about optimal conditions of derivatization processes.

After publication of the abovementioned review 1,2-naphthoquinone-4-sulphonic acid sodium
salt was described as valued colorizing reagents for spectrophotometric determination of cefotaxime

[10] and other cephalosporins [11], finasteride [12], folic acid [13], rimantadine and memantine [14]
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etc. 1,2-Naphthoquinone-4-sulphonate reagent also may be used for continuous-flow
spectrophotometric determination of amino acids [15]. Some methods of pharmacologically active
ingredients quantification require the usage of 1,2-naphthoquinone-4-sulphonic acid sodium salt
together with the auxiliary reagent. Thus, application of tetradecylbenzyldimethylammonium chloride
for sensitivity improvement of spectrophotometric determination of dopamine hydrochloride using
sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate as chromogenic reagent was studied [16]. The method of
isoniazid spectrophotometric quantification using combination of 1,2-naphthoquinone-4-sulphonic acid
sodium salt and cetyltrimethyl ammonium bromide as colorizing reagents was elaborated as well [17].
It should be, noted that despite the wide usage of naphthoquinone derivatives as colorizing reagents the
nature of products formed by the interaction of abovementioned compounds and analytes is a
controversial issue. Some of the authors made assumptions about structure of the products of interactions
between naphthoquinone colorizing reagents and analytes. As usual, their suppositions were based on
data about stoichiometric coefficients of reactants, described chemical modification of naphthoquinone
derivatives [4, 18] and computation approaches [19]. However, structures of the major and minor
products formed in conditions of quantitative determination were not evaluated using appropriate
physicochemical methods. Obviously understanding of the nature of processes that take place during
the analytical reaction and structure of the products are essential for the improving of quantifying
methods.

The present work was aimed at the detailed study of interaction between naphthoquinone-based
analytical reagents and such pharmacologically active ingredients as acetylcysteine, B-alanine and
taurine (2-aminoethanesulfonic acid) [20, 21] including the isolation and structure elucidation of the

formed products.

MATERIAL AND METHOD
Reagents and chemicals

Analytical grade chemicals: 2,3-Dichloro-1,4-napthoquinone, sodium 1,2-naphthoquinone-4-
sulfonate, sodium hydroxide, DMF, 2-propanol, 1,4-dioxane, ethanol and HPLC grade solvents:
acetonitrile and water were obtained from commercial sources. The reference standards of
acetylcysteine, taurine and B-alanine at 99,9 % purity were provided by the chemical pharmaceutical

enterprises (Ukraine).

Instrumentation
Analytic Jena UV-visible spectrophotometer model Specord 200 with 1 cm matched quartz cells
were used for UV-Vis studies. Kern electronic scales ABT-120-5DM was used measuring of the weight.

Water bath Memmert WNB 7-45 was used for heating of reaction mixtures.



324 Donchenko et al. J. Fac. Pharm. Ankara, 45(2): 321-331, 2021

IR spectra (4000-600 cm—1) were recorded on a Bruker ALPHA FT-IR spectrometer using a module
ATR eco ZnSe. 1H NMR spectra (400 MHz) were recorded on a Varian-Mercury 400 (Varian Inc., Palo
Alto, CA, USA) spectrometers with TMS as internal standard in DMSO-d6 solution.

Mass spectra were recorded on a high performance liquid chromatograph «Agilent 1100 Series»

(Agilent, Palo Alto, CA, USA) equipped with DAD, ELSD and MSD «Agilent LC/MSD SL».

Chromatographic conditions

Column «Zorbax SB-C18» —1.8 um, 4.6 mm x 15 mm. Eluent: A — CH3CN—H20 (95:5),
0.1 % HCOOH, B — H20 (0.1 % HCOOH). Gradient: 0 min — 0% A, 0.01 min — 0% A, 1.5 min —
100% A, 1.7 min — 100% A, 1.71 min — 0% A. The injection volume 1.0 pL. The column temperature:
40 °C. DAD: 215, 254 nm.

Mass-spectrometry conditions
lon Source: API-ES. Scan. Mass Range: m/z 70-600. Fragmentor voltage: 100V. Positive and
negative polarity.

Procedure for interaction of acetylcysteine with 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone

To the solution of 0.66 g (4 mmol) of acetylcysteine in 10 ml of (DMF) solution of 0.91 ¢
(mmol) of 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone in 10 ml of DMF was added. The formed mixture was
shaken and heated on a water bath within 30 min at the 95°C. Then the reaction mixture was cooled and
poured into the purified water. For *H NMR analysis compound 3 was recrystallized from 2-propanol.
The isolated product of the reaction is yellow-brown crystals soluble in DMF, acetonitrile, 1,4-dioxane,
slightly soluble in water, ethanol, 2-propanol. The yield of the obtained chemical compound is 1.0 g.

2,3-dichloro-1,4-napththoquinone (1) IR (cm™): 1678, 1530, 950, 985; *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds), 6: 8.20-8.01 (m, 2H, naphthalene H-5,8), 7.97-7.76 (m, 2H, naphthalene H-6,7); LC-MS
(APCI): m/z= 227

Acetylcysteine (2) IR (cm™): 3300, 2550, 1712, 1680, 1530, 950, 985; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de), 8: 12.71 (s, 1H, COOH), 8.16 (d, 1H, NH) 4.37 (td, 1H, CH) 2.90-2.79 (m, 1H, CH,), 2.76-
2.62 (m, 1H, CHy), 2.41 (bs, 1H, SH), 1.87 (s, 3H, CHs) ; LC-MS (APCI): m/z= 164.

N-acetyl-S-(3-chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)cysteine (3). IR (cm™): 1679, 1662,
1557, 910, 1273, 1137, 820, 705, 639; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds), : 8.34 (d, 1H, NH), 8.06-7.97
(m, 2H, naphthalene H-5,8), 7.88-7.85 (m, 2H, naphthalene H-6,7), 4.57-4.45 (m, 1H, CH), 3.91-3.75
(m, 1H, CHy), 3.55-3.43 (m, 1H, CH,),1.69 (s, 3H, CHs); LC-MS (APCI): m/z= 354

Procedure for interaction of taurine with sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate
To the solution of 3.1 g of taurine (25 mmol) in 50 ml of purified water solution of 6.5 g (25
mmol) of sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate in 50 ml of purified water was added. A mixture was

shaken, then 1.0 g of crystalline NaOH was added. The reaction mixture was heated on a water bath
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during 5 min at 95°C. The obtained mixture was cooled. The solvent was removed under vacuum using

rotary evaporator. Yield of the obtained compound is 8.0 g (75.47%).

Procedure for interaction of B-alanine with sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate

To the solution of 2.23 g of B-alanine (25 mmol) in 50 ml of purified water solution of 6.5 g (25
mmol) of sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate in 50 ml of purified water was added. A mixture was
shaken, then 1.0 g of crystalline NaOH was added. The reaction mixture was heated on a water bath
during 10 min at 60°C. The obtained mixture was cooled. The solvent was removed under vacuum using
rotary evaporator. The yield of the obtained product is 8.6 g.

LC-MS (APCI): compound 7: tR = 0.834 min, m/z= 282; compound 8: tR = 0.766 min, m/z=
246; compound 9: tR = 1.077 min, m/z= 389; compound 10: tR = 0.991 min, m/z= 317; compound 11:
tR = 0.678 min, m/z=563; compound 12: tR = 0.871 min, m/z=491.

RESULT AND DISCUSSION
Determination of stoichiometric coefficients of reactants in reactions

In order to determine the stoichiometric coefficients of reactants in reactions between the
selected pharmaceutical substances and some naphthoguinone derivatives, the most common methods
were used: method of continuous changes (method of isomolar series) and saturation method (method
of molar ratios). Method of continuous changes is based on the determination of relations of isomolar
concentrations of reacting substances, which corresponds to the maximum yield of the product formed.
We cite the principle of determination of stoichiometric coefficients between taurine and sodium 1,2-
naphthquinone-4-sulfonate as an example. For carrying out the chemical analysis, solutions of the
reagent and the pharmaceutical substance under study of the same molar concentration (0.005 M) were
prepared and mixed in inverse ratios (from 1:9 to 9:1), leaving the total volume of the solution
unchanged. The reaction was carried out in accordance with the methodology developed. Absorption of
the solutions formed was measured at the selected analytic wavelength. A diagram of dependence of the
absorption on the relation between the volumes of components of isomolar series was constructed based
on the data obtained (Figure 1).

Method of molar ratios is a widely used method of study of compounds. The principle of the
method is to define the dependence on the concentration of one of the components at the steady-state
concentration of another and vice versa. A break point of the curve corresponds to the ratio of
stoichiometric coefficients, which is equal to the equivalent concentration of components (Figure 2).

As is clear from figures 1 and 2, stoichiometric ratios of reactants “taurine — sodium 1,2-
naphthoquinone-4-sulfonate”, obtained by the methods of continuous changes and the saturation

method, fully correlate with one another as the 1:1 ratio.
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Figure 1. The graph of the absorbance values as a function of isomolar solution composition (C1

—0.005 M NQS solution, C2 — 0.005 M taurine solution)
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Figure 2. The saturation curves: 1 — sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate at constant
concentration of taurine (1 ml 0.005 M solution); 2 — taurine at constant concentration of sodium

1,2-naphthoquinone-4-sulfonate (1 ml 0.005 M solution)

Using the results of the above-mentioned methods, we have determined stoichiometric ratios of

reactants “pharmaceutical substance — reagent”, which clearly correlate with one another (Table 1).
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Table 1. Stoichiometric ratios of reactants «pharmaceutical substance — reagent»

Methods
Pharmaceutical substance — reagent Method of isomolar | Method of molar ratios
series
Acetylcysteine — 2,3-dichloro-1,4-napththoquinone 1.1 1:1
Taurine — sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate 1.1 1:1
B-Alanine — sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate 1:1 1:1

Isolation and structural elucidation of products of interaction between the investigative
pharmaceutical substances and naphthoquinone derivatives

Colored product of interaction of acetylcysteine with 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone was
isolated and identified using LC-MS and *H NMR methods. LC-MS spectra showed that interaction
between abovementioned reagents resulted single product with m/z = 227.

'H NMR-spectroscopy was used for confirmation of the structure of the formed products of the
reaction. Comparing of characteristic protons chemical shifts in *H NMR spectra of acetylcysteine (2),
2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone (1) and product (3) as well as LC-MS data analysis allowed to identify
a product as N-acetyl-S-(3-chloro-1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalene-2-yl)cysteine. Thus, nucleophilic
substitution of halogen in 2,3-dichloro-1,4-naphthoguinone by mercapto-group of acetylcysteine

occurred (Figure 3).

o oH COOH O
T oy IO
+
0 >N~ COOH
cl H /)\o cl
o)
1 2 3

Figure 3. Reaction of acetylcysteine with 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone

The following spectral characteristics confirm the structure of the above-mentioned compound
3: the disappearance of a characteristic signal of — SH-group proton (2.41 ppm) in the spectrum; a slight
paramagnetic shift (by 0.2 ppm) and a change of multiplicity (from triplet doublet to multiplet) of a
classifying signal of a proton of the asymmetrical -CH-group. A singlet of the NH-group also has a
paramagnetic shift (by 0.18 ppm), one-proton multiplet signals of the -CH,-group at the chiral center —
by 0.9-0.8 ppm, and a triple-proton singlet of a methyl group of an acyl residue - by 0.2. ppm. Adding
acetylcysteine residue to 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone, as expected, causes a diamagnetic shift of

aromatic protons of positions 5, 6, 7 and 8 by 0.14 ppm.
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IR-spectra of the reaction product 3 additionally proved the structure of obtained compounds.
Comparing of IR-spectra of the reaction product (3) with the spectra of acetylcysteine (2) and 2,3-
dichloro-1,4-napththoquinone (1) revealed that main bands of absorption of initial reagents had also
been observed in the spectrum of the reaction product (3). However, as expected, stretching vibrations
of the NH- and SH-groups in the spectrum of the compound 3 disappear at 3300 cm™ and 2550 cm™,
respectively. There must be a certain bathochromic shift (by 20-30 cm™) of, stretching vibrations of the
CO-group of carboxylic acids (resonates together with vc-o dichlone at 1679 cm™?) and vco-(“Amide I™).
Moreover, adding a substituent with donor properties to a molecule leads to a significant reduction of the
strength of stretching vibrations —-C=C-bond in the aromatic system. The above-mentioned facts clearly
substantiate the reaction of nucleophilic substitution between acetylcysteine and 2,3-dichloro-1,4-
naphthoquinone and the formation of a new reaction product.

Further, the interactions of sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate(4) with taurine (5) and
alanine (6) were studied (Figure 4). LC-MS-spectra revealed that both reactions resulted mixtures that
consist of two major and traces of one minor products. Considering m/z values and literature data [18]
one of the major components were identified as products of sulfo-group substitution (compound 7 or 8
with m/z = 282 and m/z = 246 correspondingly). The second major products of the reaction had the
doubled relative to the compounds 7 or 8 value of m/z and probably were the dimers of abovementioned
compounds. In view of the nature and position of reaction centers in molecules of compounds 7 and 8,
it was proposed that their dimers were formed as result of addition of nucleophilic amino-group to the
double bond of oxo-fragment (compounds 11 and 12 with m/z values 563 and 491 respectively). We
emphasize that formation of the products like compounds 11 and 12 were not previously reported. The
minor products had m/z values that allowed to identify them as products of nucleophilic addition
followed by elimination reaction of compounds 7, 8 and corresponding analytes (compounds 9 and 10).
It should be noted that nature and content of the products completely agreed with evaluated
stoichiometric ratios.

Summing up the above, we studied the interaction between naphthoguinone colorizing reagents
and such analytes as acetylcysteine, taurine, and -alanine. We evaluated the structure of the products
of the reaction and showed that their nature corresponded to the found stoichiometric ratios. Also, we
revealed the previously unknown process of products dimerization when quantifying taurine and -
alanine using sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate as colorizing reagent.

Conducted studies revealed that reaction of acetylcysteine with 2,3-dichloro-1,4-
naphthoquinone proceeded unambiguously and yielded one product namely N-acetyl-S-(3-chloro-1,4-
dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)cysteine. The reaction between sodium 1,2-naphthoquinone-4-
sulfonate and B-alanine (or taurine) resulted the mixture wherein product of substitution of sulfonic

group by amine moiety and its dimer were identified as main component. The structures of products
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were proposed according to the m/z values and nature of reactional centers in interacting molecules. The
obtained information is valuable for future development of spectrophotometric methods based on the
usage of naphthoquinone colorizing agents.

/\/X
X 0 A~ N
0 HoN 0 HaN o
U0 el MO0 e O
_0
@@/sg HN\/\X HN\/\X
Na o 0 7.8 9,10
4 0 ’

5,7,9,11 X=S0O3H; 6, 8,10,12 X = COOH

Figure 4. Reaction of sodium 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate with taurine and p-alanine.
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ABSTRACT

Objective: Uncomplicated, low-cost, highly discerning, and sensitive electrochemically active
nanosensors have been synthesized using copper salt as a precursor, surfactants, and structural directing
agents. These synthesized CuO Nanoparticles (NPs) were electroactive and EC treatments were also performed
by modifying these NPs with graphite powder (CPE) to enhance the electrocatalytic activity, sensitivity.

Material and Method: The characterization of these fabricated nanosensors was done by cyclic
voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV), field emission scanning electron microscopy
(FESEM), powder X-ray diffraction (PXRD), transmission electron microscopy (TEM).

Result and Discussion: The EC behavior of Organophosphorus (OP) pesticides in the real samples was
examined by these fabricated sensors. Parameters such as pH of solution scan rate of the experiment,
accumulation time, and potential difference have been optimized in the experiment for trace determination of
OP pesticides.

Keywords: Carbon paste electrode, cyclic voltametry, electrochemical sensing, nanosensor,
organophosphorus pesticides

07/
Amacg: Karmasik olmayan, disiikmaliyetli, son derece secici ve hassas elektrokimyasal olarak aktif
nanosensorler,bir oncii olarak bakir tuzu, yiizey aktif maddeler ve yapisal yonlendirme ajanlart kullanilarak

sentezlenmigtir. Sentezlenen bu CuO Nanopartikiiller (NP'ler) elektroaktiftir ve elektro katalitik aktiviteyi ve
hassasiyeti artirmak igin grafit tozu (CPE) ile modifiye edilerek EC islemleri de gerceklestirilmistir.
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Gere¢ ve Yontem: Bu fabrikasyon nano sensérlerin karakterizasyonu, doniisiimlii voltametri (CV),
diferansiyel puls voltametri (DPV), alan emisyonu taramal: elektron mikroskobu (FESEM), toz X-isinikirinimi
(PXRD) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile yapiimistir.

Sonug ve Tartigsma: Organofosforlu (OP) pestisitlerin ger¢ek numunelerdeki EC davranisi bu fabrikasyon
sensorlerle incelenmigtir. OP pestisitlerinin eser madde tespiti i¢in ¢ozelti tarama hizinin pH', birikme siiresi
ve potansiyel fark gibi parametreler optimize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbon pasta elektrot, doniisiimlii voltametri, elektrokimyasal algilama, nanosensor,
organofosfor pestisitler

INTRODUCTION

Electrochemical sensing technique is an interesting tool for the analysis of original biological
samples. These Electrochemical techniques have a wild range of applications such as high sensitivity
and low detection limits with rapid and concurrent analysis of many samples. All these experiments
required very cheap instrumentations [1-4]. Metal-based NPs can effectively increase the sensitivity and
selectivity. Metal-based NPs have unique physical and electro catalytic properties such as surface-to-
volume ratio is high, they are chemically stable and their electrical conductivity is also quite good, all
these qualities have made these metal- based NPs a perfect candidate for sensing applications as well as
for developing the Electrochemical studies for sensing purpose [5-9].

This is the reason that we have preferred electrochemical techniques for sensing purposes. In
other processes, there is the use of a large number of organic solvents, time-consuming procedures,
complicated procedures, and the use of expensive instrumentation [10,11].

Organophosphorus pesticides have been utilized for pre-reap treatment in an assortment of
harvests. This pesticide undergoes degradation to generate metabolites and these metabolites are
poisonous and somewhat water dissolvable. These metabolites pollute water resources as well as soil.
As far as the environmental and biological systems are concerned these pesticides must be monitored.
As these OP have hazardous effect on health. Materials with dimensions less than 100nm are commonly
known as nanomaterials. They have a high surface area, comparatively high reactivity, and very unique
mechanical and optical properties. Due to these properties, they are used in different fields such as
electronics, medicine, energy device, and sensor, etc. [15].

Some of the research articles show the use of nanomaterial as a biosensor for the assessment of
total antioxidant capacity in organic product juices. Biosensors show the increased performance
compared to the bare electrode, as nanomaterials have a high surface area and good electrochemical
properties [16].

There exists a huge demand for new technology which can improve the quality and safety of
food products, Fatima Mustafa et al. described the use of nanosized particles in the food industry with

sensing technologies [17].
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Reports shows that AgNPs, TiO2 NPs, and nano-encapsulates are the major nano-based material
which have been used in the food industry they are mainly used as food additives and food contact
materials. In a recent report, it is shown that nanoparticle-based sensors can be used for the detection of
pesticides and other adulteration in food [18].

Recent research work also concludes that the Nanomaterial-based sensors showed higher
sensitivity and a trustworthy technology for the detection of pesticides in fresh water in the future [19].

Garcia, et al. (2018) reviewed applications for the use of nanomaterial as a sensing element
inside the packaging. They reviewed metal oxides such as TiO2, ZnO, aluminum oxide, silicon
dioxide/silica and conclude that a small amount of these materials migrate from the packaging [20].

Different techniques such as liquid and gas chromatography [21, 22], spectroscopy [23], and
electrochemistry [24] have been used for forensic investigations. In this field, nanomaterial-based

biosensors have become very famous because of their special properties [25].

MATERIAL AND METHOD

Preparation of stock solution of 1umol L™! OP pesticide was done in ethanol, Graphite powder,
CuNOs, KClI, buffer solution, and surfactants. All the solutions were prepared in DI water.

The Organophosphosphorus pesticide was used without further purification. The stock solution
of OP was prepared in pure ethanol. The concentration of OP was 1umol L', after the preparation of
the solution, and it was kept in the dark at low temperature.

The composition of buffer solution: -20 mmol phosphate buffer was prepared with the help of
K>HPO4 and its conjugate base KHPO,. Both salts were dissolved in DI water.

Apparatus

Metrohm Autolab B.V. PGSTAT128N computer controlled with software NOVA version
1.11.2, with Conventional 3 electrode system, for this experiment Carbon paste electrode was used as a
working electrode, Ag/AgCl (3 M KCI) used as a reference electrode and platinum wire as counter
electrode. NOVA NANOSEM 450 FESEM equipped with EDX for SEM ananlysis.

Synthesis of CuO nanoparticle

CuO was prepared by using different structural agents. 1.0 g of copper salt was dissolved in 5
ml of DI water, to this 1.00 g of Tween was added followed by the addition of 2.00 g of dextran (Mw =
2 x10° M) at room temperature. The resultant gel was heated for 30 minutes at 80°C on a magnetic
stirrer to form a light blue color gel, this gel was aged for 3 to 4 days and then calcined at 600°C for 2
hours.

Another CuO was prepared by using different structural agents. The second CuO was prepared

by dissolving 1.0 g Cu (NOs)2.3H20 in 1.0 ml of ultrapure water and 1.0 g of SDS in 10 ml of ultrapure
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water followed by the addition of 2.0 g CMC in 3.0 ml of ultrapure water at 25 °C, and followed by
the above procedure.

Fabrication of carbon paste unmodified and modified electrodes

Working electrode Carbon paste electrode was prepared by mixing graphite powder and paraffin
oil in 7:3.ie paste had the composition of graphite powder and paraffin oil 70% and 30% respectively.
Homogenization was also done by mortar and pestle for 20 min. The resultant paste was allowed to rest
for 2-3 days for homogenization of paraffin oil and graphite powder. This paste is packed in the tip of a
plastic syringe in which copper wires are connected for providing conducting medium. The surface of
these CPE was smoothed with white paper with light pressure as the surface of the CPE become shiny
the smoothing process of the surface was stopped. This prepared working electrode is known as bare
CPE. The modification of these bare CPE was done with synthesized NPs, for this graphite powder, NPs
and paraffin oil were mixed in 7:2:1 respectively. Firstly NPs and Graphite powder were mixed
thoroughly for 10 min after that paraffin oil was added. The resulting paste was also packed in the tip of
the syringe and followed the same process for the smoothening of the surface of the electrode.

Real sample preparation
Water sample

Tap water was used as a real water sample. This sample of water was filtered with Whatman
filter paper to avoid PMs (particulate matters). The pH of the sample was adjusted by buffer solution

the resulting sample solution has pH 7. This sample solution was kept at a low temperature.

Food sample

The tomatoes were gathered from the nearby market. Tomato Samples were chopped down into
little pieces, precisely gauged, and afterward exposed to homogenization. 25 gm of sample mixed with
50ml of methanol and 0.2 gm of NaOH, in a beaker than this extract was centrifuged and then evaporated

to dryness, pH was adjusted to 7 [12].

General analytical procedure

For Electrochemical measurements, 0.02 M phosphate buffer (pH 7.0), supporting electrolyte
(KCI), 0.02 M CTAB, and sample (OP) were taken in a clean beaker. While stirring the solution the
cyclic voltammograms were recorded. The range of cyclic voltammograms was —1.00 to —1.4 V for the
cathodic and anodic scans. Other voltammetric parameters were optimized as follows: modulation time

1ms, step potential =10 mV, and scan rate was 0.05Vs™' to 0.1Vs™.
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RESULT AND DISCUSSION
Characterization of CuO NPs

The characterization of synthesized NPs was done by FESEM-EDX, X-ray diffraction, and
TEM analysis. These analyses exhibited the morphological behavior of CuO NPs as shown in Figure 1-

4. X-ray diffraction analysis shows clear information about the crystallinity and phase purity of CuO
NPs. These studies of XRD were shows in our work [26].

HV 3 2t | pressure HFW —_— —_—

Figure 1. FESEM image of copper oxide NPs
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Figure 2. EDX analysis of the CuO NPs

The TEM image showed a ligament-like shape. This gives clearly close agreement with their
FESEM results. The clearly shown fringes in the TEM image are the indication of the high crystalline
nature of synthesized CuO NPs.
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Figure 3. TEM image of porous CuO NPs
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Figure 4. XRD patterns of macroporous copper-oxide (mpCuO)

EC characterization of electrode
The characterization of the surface feature of modified electrodes was done by CV.

For the calculation of surface area of CPE and NPs modified CPE Cyclic voltammograms were

recorded. 1.0 x10°M KsFe(CN)s in.1 M KCI solution were taken and cyclic voltagrammes were

recorded. For calculation of surface area of electrodes Randles-Sevick equation [2, 9] was used. The

Randles-Sevick is as follows:
Ipa= 0.4463( F¥/ RT)Y2N *2A0D0%2C, Y2
Where = anodic peak current
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N= number of electrons transferred

Ao=surface area of the electrode (cm?)

Do = diffusion coefficient

C= concentration of Fe(CN)¢*> "+ ion

The surface area was calculated 0.0124, 0.154and 0.140 cm? for carbon paste electrode, and CuO
modified electrode respectively.
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Figure 5. Cyclic voltammogram of 1.0 mM Fe(CN)s **~ in 0.1 M KCI at CPE and
modified electrodes

Voltammetric behavior of pesticide

EC property was evaluated by Cyclic voltammetry.CV also provides information about the
voltammetric behavior of OP pesticide. Cyclic voltammograms are shown below. The cyclic
voltammogram exhibits a catholic peak at —825mV between the potential ranges from —1.0V to —1.4 V

as shown in Figure 6.
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Figure 6. CV of 1.0 uM pesticide in 20mM CTAB, supporting electrolyte KCI, and
20 mM Phosphate buffer solution having pH 7.0 at all CPE and modified electrodes

EC property and the voltammetric behavior of OP pesticide were also studied with help of
AdDPV. The AdDPVvoltammogram of 1.0 uM OP in 20mM CTAB and 20mM phosphate buffer shows

a single well-defined peak at 0.05 V as shown in Figure7.

Effect of pH

All these studies show the effect of pH on different parameters such as peak current potential
and the shape of voltammogram. So the pH of the solution is very important in the evaluation of the
proton to electron ratio. Peak current is directly proportional to pH of the solution and the maximum

value of peak current obtained at pH 7+0.01.

Effect of surfactant concentration

The rate of electron transfer may be changed if the electrode surfaces adsorb the surfactants.
These surfactants affect the EC reactions as they can stabilize the radical and another reaction
intermediate [13]. Surfactants can cause the formation of micellar aggregates these can affect the
transportation of mass of sample to the electrodes [14] due to which change in peak current value and

peak potential value is observed as the concentration of surfactants increases.
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Figure 7. AdDPSvoltammogram CPE and CuO electrode without pesticide in
electrolyte and phosphate buffer solution
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Figure 8. AdDPSvoltammogram of 1.0 uM OP in 20mM CTAB, KCI and 20mM
phosphate buffer at all CPE and modified CPEs

Specificity

In order to judge the analytical application of this suggested method, it is necessary to examine
the effect of the interfering ions and organic compounds for selective determination of OP on CuO
Modified CPE. Generally, some organic compound exist in the environmental samples this method have

no effect of such interfering organic compounds. This method can be validated by calculating the LOD
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and linearity rage of OP pesticides by using peak current as a function of the concentration of the analyte
at_least five times under the optimized conditions [2].

Analytical application

To examine the practicability of this method and electrodes, both were used for the
determination of OP pesticide in real samples. Initially, voltammetric responses were not obtained. This
can be due to less concentration of pesticides or the absence of pesticides. Afterward, a very less amount
of OP pesticide was added to samples. The recorded voltammogram was compared from the
voltammograms which were obtained from the 1.0x10° g mL™' standard stock solution of pesticides.
No such difference in peak response was observed. This indicates the better sensitivity of the newly
designed electrode and practicability of the suggested method for real samples. The method is quick,
cost-effective, and environmentally friendly.

Herein we have reported a sensitive and selective electrochemical sensor. This has been
designed by using exclusive properties of CuO NPs such as high surface area, efficient electron transfer,
and electrocatalytic properties. CV results clearly show that the CuO is effective in transferring charge
on the electrode surface in the applied potential range. The designed electrode applied for examining
the presence of OP pesticide in surfactant media. This method reports an accurate determination of OP

pesticides in real samples with a low detection limit.
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MANTARLARIN BiYOLOJIK AKTIVITELERI ILE ILGILI IN VITRO,
IN VivO VE KLINiK DEGERLENDIiRMELER

IN VITRO, IN VIVO AND CLINICAL ASSESMENT ABOUT THE MEDICINAL CHARACTERISTICS
OF MUSHROOMS
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Amag: Mantarlar yiizyillardan beri Uzakdogu basta olmak iizere tiim diinyada gida ve tibbi amagh olarak
kullanilmaktadir. Diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser, obezite gibi hastaliklarin hizla
artmasi ve buna bagh olarak tedavi ve bakim maliyetlerindeki artislar, hem arastiricilar hem de halk arasinda
alternatif tedavi yontemlerine olan ilgiyi artmistir.

Sonug¢ ve Tartisma: In vitro ve in vivo analizler ile klinik ¢alismalar, basta Pleurotus spp, Lentinula
edodes, Ganoderma lucidum, Grifolia frondosa gibi tiirler olmak iizere bir¢ok mantar tiiriiniin yiizyillardan
beri siiregelen geleneksel kullanimlarinin dogrulugunu kanitlamakta ve mantarlardan elde edilen ana biyoaktif
bilesiklerin cesitli hastaliklarin dnlenmesinde ve tedavisinde bir potansiyele sahip olduklarint géstermektedir.
Bu derlemede mantarlarin, giintimiizde sik rastlanan kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi
hastaliklarin énlenmesi ve tedavisindeki potansiyellerini degerlendirmek amaciyla antitiimor, antioksidan,
antimikrobiyal, kolesterol diisiiriicii ve kan sekerini diizenleyici etkileri ile ilgili giincel in vitro, in vivo ve Klinik
calismalar derlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik, antihiperlipidemik, antimikrobiyal, antioksidan, antitiimér, mantar

ABSTRACT

Obijective: For centuries, mushrooms have been used for food and medicinal purposes all over the world,
especially in the Far East. The rapid increase of diseases such as cardiovascular diseases, diabetes, cancer,
obesity worldwide and and increases in the costs of treatment and care of these diseases have increased the
interest in alternative treatment methods among both researchers and the public.

Result and Discussion: In vitro, in vivo and clinical studies have proven the accuracy of many centuries-
old traditional uses of mushrooms, especially species such as Pleurotus spp., Lentinula edodes, Ganoderma
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lucidum, Grifolia frondosa. Moreover, the studies show that that the main bioactive compounds derived from
mushrooms have great potential in the prevention and treatment of various diseases. In this article, current in
vitro, in vivo and clinical studies related to antitumor, antioxidant, antimicrobial, cholesterol lowering and
blood sugar regulating properities of mushrooms were reviewed in order to evaluate the potentials in the
prevention and treatment of diseases such as cancer, cardiovascular diseases and diabetes.

Keywords: Antidiabetic, antihyperlipidemic, antimicrobial, antioxidant, antitumor, mushroom

GIRIS

Mantarlar genel olarak, ¢ok sayida ¢ok hiicreli ve tek hiicreli 6karyotik canliyr kapsayan
biyolojik bir alemin adidir. Mantarlar aleminin, mayalar, kiifler ve sapkali mantarlar olmak iizere bir¢ok
iiyesi oldugu halde, bu ¢aligmada kullanilan mantar kelimesi ile toprak {istiinde ya da altinda belirgin
bir sporokarp1 olan, ¢iplak goz ile goriilen, el ile toplanabilen biiyiik, sap ve sapkasi olan, etli, yenen ve
tibbi mantarlar ifade edilmistir.

Mantarlar, Basidiomycetes ve Ascomycetes subelerinde yer alan makro funguslardir. Klorofil
icermediklerinden dolay1 fotosentez yapma yetenegi olmayan mantarlar, simbiyotik, parazitik ve
saprofitik olarak beslenirler. Birgogu, ¢esitli tarimsal ve orman atiklarinin ve karmasik biyopolimerlerin
pargalanmasi ve geri doniisiimiinde 6nemli rol oynarlar. Mantarlar renk, tat, aroma ve doku agisindan
benzersiz 6zelliklere sahiptirler. Bu da onlari tiiketiciler agisindan ¢ekici kilar. Diinya {izerinde 3000'den
fazla mantar tliri "yenilebilir" olarak kabul edilir. Bunlardan 10 tanesi endiistriyel Olcekte
yetistirilmektedir [1]. Tiiketicilerin farkli kullanimlarina gore, en fazla iiretilen mantar tiirleri, Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm., Lentinula edodes (Berk) Pegler, Agaricus bisporus (J.E.Lange) Imbach,
Flammulina velutipes (Curtis) Singer ve Auricularia auricularia -judae (Bull.) Quél olup, yenilebilir
ozellikte olmadigi halde tibbi 6zellikleri nedeni ile 6n plana ¢ikan tiirler ise Ganoderma lucidum (Leyss.
ex Fr.) Karst ve Cordyceps sinensis (L.) Link’dir.

Diinya ¢apinda mantar {iretimi 2000’1i yillarin baginda 4.187.791 ton iken, 2018 yilinda 8.993.280
tona ulagsmistir [2]. Mantar iiretimi ve tliketimdeki bu artigin baslica nedeni, son yillarda saglikli
beslenmeye artan yogun ilgi ve buna bagli olarak yiiksek besin degeri ve kaliteli protein icerigine sahip
mantarlarin saglikli besinler olarak deger kazanmalaridir. Genel olarak proteinler, degisen miktarlarda
20'den fazla amino asitten olusur ve bunlardan 9 tanesi esansiyel amino asit (lizin, metiyonin, triptofan,
treonin, valin, 18sin, izoldsin, histidin ve fenilalanin) olarak tanimlanir. Hayvansal kokenli gida {irtinleri,
genellikle baz1 6nemli amino asitlerden yoksun olan bitkisel gidalardan daha kaliteli bir protein saglar.
Hayvansal gidalara benzer sekilde, mantar proteinleri, insanlar igin gerekli olan 9 amino asitin tiimiinii
igerirler ve dolayisiyla hayvansal lriinlere bir alternatif olarak diistiniilebilirler [3]. Mantarlar, yiiksek
kaliteli proteinlerine ek olarak; tiamin, riboflavin, askorbik asit, ergosterol ve niasin gibi vitaminler
bakimindan da zengindirler [4]. Diger taraftan kalori, karbonhidrat ve kalsiyum agisindan ise diisiik

igerige sahiptirler. Mantarlarin kalorilerinin diisiik olma sebepleri diisiik yag icerikleridir. Ancak insan
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saglig1 acisindan biiylik nem tasiyan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) bakimindan zengindirler [5].
Ayrica, mantarlarin milkemmel bir mineral akiimiilatorii oldugu da bilinmektedir. Mantarlarin yiiksek
miktarda ¢inko, demir ve mangan igermeleri, bunlar1 dengeli bir beslenme i¢in 6nemli kilar [6].

Mantarlar yiiksek besin igeriklerinin yani sira tibbi ve nutrasotik degerleri ile de 6n plana
cikmaktadirlar. Mantarlar, tarih 6ncesi zamanlardan beri geleneksel tipta “kocakar ilac1” da dedigimiz
halk ilaglar1 olarak kullanilmistir. Eski Misir hiyerogliflerinde, Antik Yunan ve Roma metinlerinde, Cin
tip metinlerinde mantarlarin 6nemleri ve tibbi faydalar ile ilgili bilgilere rastlanmistir [7]. Mantarlar
Maya, Aztek ve Inka gibi kiiltiirlerde de hem tibbi amaglar ile hem de dini ayinlerde kullanilmistir [1].
Glinlimiizde yapilan ¢aligmalar, tibbi mantarlarin geleneksel kullanimlar1 ile ilgili bilgileri
dogrulamaktadir. Bu mantarlarin, modern ilaglara gore daha az yan etkilerinin bulunmasi ve daha iyi
tolere edilebilir olmalari, tibbi mantarlara olan ilgiyi her gecen giin arttirmaktadir. Bu 6zellikleri dolayisi
ile mantarlar fonksiyonel gidalar olarak kabul edilirler. Fonksiyonel gidalarin hastaliklar iyilestirdigini
iddia etmek dogru olmayabilir. Ancak mantar gibi bazi1 fonksiyonel gidalarin hastalik 6nleme,
baskilama, hastalik belirtilerini ortadan kaldirma ozelliklerine sahip olduklarina dair giiclii deliller
ortaya koyan c¢ok sayida bilimsel calisma vardir [8, 9, 10, 11]. “Bitkisel ilaglar” tanimma gore,
kurutulmus mantarlar, miseller ve sporlar “mantar preperatlar1” ya da “fungal preperatlar” olarak kabul
edilir [12].

Diinyadaki 14.000 ila 15.000 mantar tiirlinden yaklasik 700 tibbi 6zelliklere sahiptir. Bununla
birlikte, potansiyel tibbi 6zelliklere sahip yaklagik 1800 mantar tiirii oldugu tahmin edilmektedir [1].
Mantarlarin antikanser, antimikrobiyal, antiviral, antioksidan veya immiinomodiilator, antioksidan,
kolesterol diisiiriicii, detoksik vb. toplam 130'dan fazla tibbi fonksiyona sahip olduklart ile ilgili ¢esitli
calismalar mevcuttur [13, 14, 15, 16, 17, 18]. Mantarlarin bu &zellikleri, sapka ve misellerinde
icerdikleri fenolik bilesikler, polifenoller, triterpenler lektinler, polisakkaritler, poliketitler, steroitler,
alkaloitler ve antibiyotikler gibi biyolojik olarak aktif igeriklerin varlig: ile baglantilidir [13, 14].

Bu derlemede, Asya'da geleneksel tipta uzun bir kullanim geg¢misine sahip olan ve potansiyel
terapotik yetenekleri nedeniyle son zamanlarda biiyiik ilgi géren mantarin, kardiovaskiiler hastaliklar,
kanser, diyabet gibi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki potansiyelleri gdozden gegirilmistir. Bu
amagla basta Web of Science, Scopus, PubMed olmak iizere ¢esitli veri tabanlari incelenerek, son 10

yila ait in vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Mantarlarin Antikanser Etkileri

Kanser, yiiksek oranda 6liim ile sonuglanan 6nemli bir hastaliktir. Kanserli hasta sayisinin tiim
diinyada siirekli olarak artmas1 bu hastalig kiiresel bir sorun haline getirmis ve bu nedenle bu hastaliga
ilag arayis1 arastirma diinyasinda bir dncelik olmustur. Tedavi amaciyla kullanilan kanser ilaglari, bazen

hedefe ulagsamamalarinin yani sira istenmeyen yan etkiler de gdsterebilmektedirler. Bu durum bilim
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insanlarin1 daha az yan etkiye sahip ve daha iyi sonuglar elde edilebilecek farkli yollar arayisina
yoneltmistir.

Modern fitokimyasal ve farmakolojik ¢aligmalar, polisakkaritlerin mantarlardaki baslica biyoaktif
bilesiklerden biri oldugunu gostermistir [19]. Makrofungal B-glukanlar (esas olarak B-1,3 ve B-1,6
glikozidik baglar) immiinomodiilatdr ve antitlimér etkileri nedeniyle kanser tedavisinde kullanilirlar [20,
21]. Ayrica, mantar polisakkaritlerinin, mevcut bircok kemoterapoétik ilacin aksine daha az toksik yan
etkileri bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle kanser tedavisinde destekleyici saglik bakimu igin alternatif
ilaclar gelistirmek amaci ile kullanilabilirler [22].

Diinya capinda farkli calismalarda, bagisiklik tepki yollarinda ve dogrudan antitiimér
mekanizmalarinda mantarlarin etkileri ayrintili olarak incelenmistir. Mantarlarin yapisinda bulunan
yiiksek molekiiler agirlik iceren polisakkaritlerin ve sekonder metabolitlerin monositler, dogal sitolitik
lenfositler ve dendritik hiicreler gibi dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin {iretimi uyararak bagisiklik
sistemini gliclendirdigi diisiiniilmektedir. Mevcut aragtirmalar arasinda, mantarlardan izole edilen
biyoaktif bilesiklerin tiimor hiicre hatlarinin gelisimini inhibe edebildiginin rapor edildigi bircok calisma
mevcuttur [23, 24, 25, 26]. Ayrica mantarlar, kanser hastalarinda yaygin olarak goriilen mide bulantisi,
anemi veya halsizlik gibi etkileri azaltabilme 6zelliklerinden dolay1 kanser tedavilerinde alternatif
secenek olarak da goriilmektedirler [27].

Geleneksel Cin tibbinda uzun yillardan beri kullanilan Cordyceps cinsine ait mantar tiirleri,
glinimiizde de kanser dahil olmak iizere birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Lee ve ark.
[28], Cordyceps militaris (L.) Link’in etanol ekstresinin, insan kolorektal kanser tiirevi hiicre hatt1 olan
RKO hiicrelerinden meydana gelen tiimor gelisimini bilyiik oranda engelledigini belirterek bu hiicrelerin
C. militaris etanol ekstresine karsi diren¢ gosteremedigini rapor etmislerdir. Wada ve ark. [8], C.
militaris ekstresinin yiiksek miktarlarda ksilitol icerdigini ve bu ksilitoliin kanseri 6nlemek ve kanserli
hiicrelerin agresifligini azaltmak i¢in etkili bir bilesen olabilecegini bildirmislerdir. Tomonobu ve ark.
[29], C. militaris’ten elde edilen ksilitoliin timor baskilayict bir igleve sahip oldugunu ve ksilitolinin,
kanser hiicrelerini kemoterapotik ilaglara karsi etkili bir bigimde duyarli hale getirdigini 6ne
stirmiiglerdir. Calismada, kanserli hastalarda uygulanan ve ksilitol ile birlestirilen kemoterapotik strateji,
olumlu sonug verirken, kanserli hastalarin terap6tik sonuglarinin iyilestirilmesinde olumlu bir yaklasim
olabilecegi vurgulanmustir.

Huo ve ark. [30], C. sinensis’in (AECS) sulu ekstraklarindan elde edilen AECS1 ve AECS2’nin
doza bagli bir sekilde A549, CoL0205, NCI-H460, HCT-116, HeLa, Hep 3B2.1-7, K562, Lewis, MDA-
MB-453, B16F10, Raji ve SK-MEL-28 gibi kanser hiicre hatlarinin gelisimini engelleyici bir etki
gosterdigini bildirmislerdir. AECS1’in ICsp degerinin 0.02-3.2 mg/mL arasinda ve AECS2’nin 0.31-
4.08 mg/mL araliginda degistigini bildirerek AECS1’in in vitro timorlerin gelisimini engellemede daha

etkili olabilecegini savunmuslardir. Ayrica aymi ¢alismada Lewis timor hiicresine sahip fareleri
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DDP+AECS2 kombinasyonu ile tedavi etmisler ve bu kombinasyonun, DDP ile tedavi goren farelere
gore daha iyi sonug verdigini 6ne slirmiislerdir.

Jinve ark. [31], C. militaris ten izole edilen Cordyceps’in, timor apoptozunu yukari dogru regiile
ederek, hiicre dongiisiiniin durmasini indiikleyerek ve kanser kok hiicrelerini (CSC) hedefleyerek tiimor
biiylimesini inhibe ettigini 6ne siirmiislerdir. Caligmada ayrica Cordyceps’in, timor metastazi ile ilgili
yollar1 baskilayarak tiimor mikro ¢evresini diizenlediginden dolayr Cordyceps’nin, kanser tedavisi igin
onemli bir takviye veya ikame ilag olabilecegi rapor edilmistir.

G. lucidum, iltihap azaltici etkisi, bagisiklik sistemini giiglendirmesi ve kanser hiicrelerine karsi
toksik etki saglamasi nedeniyle 6zellikle kanser tedavilerinde kullanilan degerli tibbi mantar tiirlerinden
bir tanesidir. G. lucidum polisakkaritleri, suda ¢oziiniir ekstrelerdeki temel aktif bilesenlerdir. G.
lucidum polisakkaritlerinin, kanser hiicrelerinin yeni bir damar olusturmasini 6nleyerek ve direkt olarak
sitotoksik etki gostererek tiimor hiicrelerinin gelisimi engelledigi bilinmektedir [32].

Qu ve ark. [9], 0.1, ve 5 mg/mL arasindaki farkli konsantrasyonlardaki G. lucidum triterpen
ekstrelerinin (GLT) insan prostat kanser hiicrelerinde (DU-145) hiicre canliligi, istilasi, yayilis1 ve
apoptozisi tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Sonuglar, yiiksek dozda (2 mg /mL) bir GLT'nin matris
metaloproteazlarin diizenlenmesiyle doza ve zamana bagli bir sekilde hiicre canliligini inhibe ettigini
gostermis ve GLT, DU-145 hiicrelerinin apoptozunu indiiklemistir. Calisma sonucunda GLT nin, kanser
hiicreleri tizerindeki etkisini ¢esitli mekanizmalar araciligiyla gosterdigi ve kanserin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in potansiyel terapdtik kullanima sahip olabilecegi vurgulanmistir. Wu ve ark. [33], G.
lucidum polisakkaritlerinin (GLP) insan prostat kanser (PCa) PC-3 hiicresi tizerine etkilerini incelemis
ve uygulanan doza ve zamana bagimli bir sekilde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, 10 mg/mL
konsantrasyonunda GLP uygulanan PC-3 hiicrelerinin canliliklarinin 24 saatte %54.9 + 5.4, 48 saatte
%36.4 £ 3.9 ve 72 saatte %21.5 &+ 2.8 oraninda azaldigin1 gézlemlemislerdir. Ayni ¢alismada, GLP’lerin,
PCa DU145 ve LNCaP prostat kanser hiicrelerine karsi da benzer etki gostererek hiicrelerin
yasayabilirligine kars1 engelleyici etki sergiledigi belirtilmistir. Sohretoglu ve Huang [34], G. lucudim
polisakkaritlerinin, bagisiklik sistemini giliglendirme, kotii huylu tiimorlerin yayilimini 6nleme, tiimor
icin yeni damar olusumunu engelleme, hiicrelerin ¢ogalmasini engelleme vasitasi ile kanser onleyici
aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir. Wang ve ark. [10], G. lucidum’dan izole edilen ve bir
triterpenoit olan Ganoderik asit-A’in insan hepatoselliiler karsinom hiicre hatlarma etkisini belirlemek
iizere, farkli zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat) ve farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200, 250
ve 300 umol/L) yaptiklar1 uygulama sonucunda, 48 saat-100 pmol/L dozunda Ganoderik asit-A
uygulamasmin ardindan HepG2 ve SMMC7721 insan hepatoselliiller karsinom hiicre hatlarinin
gelisimini 6nemli boyutta engellendigini bildirmislerdir. Ayrica 72 saat 75 umol/Ldozunda Ganoderik
asit-A maruziyetinin benzer etki géstererek iki hiicrenin de gelisimini 6nemli derece engelledigi rapor

edilmis ve elde edilen sonuglara gore en ideal tedavinin 100 ve 75 umol/L oldugu one siirtilmiistiir.
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Zhao ve He [35] caligmalarinda, G. lucidum ekstrelerinin ¢ok yiiksek triterpenoit i¢erige sahip oldugunu
ve ayrica G. lucidum ekstrelerinden, Ganoderik asit A, Ganoderenik asit A, Ganoderik asit B, Ganoderik
asit H, Ganoderik asit C2, Ganoderenik asit D, Ganoderik asit D, Ganoderik asit G, Ganoderik asit Y,
Kaemferol, Genistein ve Ergosterol dahil olmak tizere 12 bilesigin tanimlandigini bildirmislerdir. Bu 12
bilesigin kanseri 6nleme ve sinyal iletim yolaklari ile yakindan bir iliskisi oldugunu 6ne stirmiiglerdir.
Martinez-Montemayor ve ark. [36], G. lucidum ekstraktindan elde edilen 10 uM dozda ergosterol
peroksit (EP) uygulanan kanser hiicrelerinin saldirganliginda azalma gozlendigini bildirmislerdir.
Bunun disinda 15 pM oldiirticii olmayan dozda EP muamelesi ardindan hiicrelerin saldirganliginda
ekstra azalma gdzlemlendigi one sliriilmiistiir. Arastirmacilar, elde edilen sonuglara gore, EP
uygulamasi sayesinde SUM-149 enflamatuvar meme kanseri (IBC) yayiliminin engellenebilecegini
savunmaktadirlar.

Pleuran, Pleurostus ostreotus’tan ekstre ile elde edilen B-glukan bilesigidir. Bu bilesigin,
kolorektal kanser hiicreleri HT-29 [37], prostat kanseri hiicreleri PC-3 [38] ve meme kanseri hiicreleri
MCF-7 [39] gibi cesitli hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyebilen bir etki gdsterdigi cesitli calismalarda
rapor edilmistir. Tong ve ark. [40], P. ostreatus’un meyvelerinden suda ¢oziilebilen bir polisakkarit olan
POPS-1’i elde etmislerdir. POPS-1in, in vitro ortamda HeLa tiimor hiicresine karsi yiiksek antitiimor
aktivitesi sergiledigi ve 5-florourasil’e kiyasla daha az toksisiteye sahip antitimdr ajan gelistirmek igin
uygun bir kaynak olabilecegi kanisina varmislardir. Lektinler, kanser hiicrelerinin yok olmasini ve aktif
lenfositlerin artmasini saglamaktadir [41]. Satata ve ark. [42], P. ostreutus’un igeriginde bulunan basta
B-glukan ve lektin olmak {izere bir¢ok biyoaktif bilesenin kanser tedavisinde kullanilabilecegini ve
o0zellikle kanserin ileri tedavilerinde, genellikle biiyiik 6lgekli yayilimlarda ve farkli kanser ¢esitlerinin
kemoterapi ve radyoterapisine destekleyici bir ajan olarak kullanimimin olumlu etkilere yol agacagini
vurgulamislardir. P. ostreatus’tan izole edilen lektinlerin, leiomyoma ve hepatom gelisimini 6nemli bir
diizeyde engelledigi de bilinmektedir [43]. Wu ve ark. [44], genel olarak Pleurotus tiirlerinden izole
edilen enzimlerin sagliga faydali ve iyilestirici etkiler sergiledigini ve P. djamor kékenli riboniikleazin,
akciger ve meme kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigini bildirmislerdir. Pleurotus eryngii (DC.
ex Fr.) Quel. 'den alinan ekzopolisakkaritlerin, insan hepatom hiicreleri lizerinde daha yiiksek antitiimor
aktivitesi sergiledigi [45] ve HepG-2 hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladig: bildirilmistir [46]. Wu
ve ark. [47] yiiriittiikleri diger bir ¢alismada, Calvatia lilacina (Mont. & Berk.) Henn., P. ostreatus ve
Volvariella volvacea (Bull.) Singer mantarlarindan elde edilen protein ekstrelerinin insan monositik
losemi hiicre hatti (THP-1) ve insan kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinin (SW480 hiicreleri)
canliliklarina etkilerini aragtirmislardir. Bu mantarlardan elde edilen protein ekstrelerinin yeni bir
antikanser ilacin 6nemli bir ham maddesi olarak diisiiniilebilecegini rapor etmislerdir.

Wiater ve ark. [48, 49], L. edodes, P. ostreatus, Piptoporus betulinus (Bull.: Fr.) P. Karst. ve

Laetiporus sulphureus Bull.: Fr. mantar tiirlerinin sapkalarindan izole ettikleri a-(1 — 3) D-glukanlari
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(karboksillenmis (CM)-a-(1 — 3) D-glukan) 200 pg/mL dozunda HeLa hiicrelerine uyguladiklarinda;
P. betulinus ve L. sulphureus tiirlerinden izole edilen CM-a-(1 — 3) D-glukanlarinin, hiicre canliligini
%50, L. edodes’ten elde edilen CM-a~(1 — 3) D-glukanlarinin %30, P. ostreatus CM-a-(1 — 3) D-
glukaninin ise %40 oraninda azalma sagladigini rapor etmislerdir. Sharif ve ark. [50], G. lucidum, P.
ostreatus, V. volvacea, Hericium erinaceus (Bull.) Pers ve L. edodes tiirlerinin HT-29 kolon kanser
hiicre hattina kars1 200 ngm/Ldoz uygulamasindan sonra basta %84 orani ile P. ostreatus olmak iizere,
V. volvacea’nin %83, L. edodes’in, %68, H. erinaceus un %66 ve G. lucidum’un %29 oranlarinda hiicre
gelisimini engelleyici etkinlik sergiledigini bildirmislerdir. Ayrica ¢aligmada, H-1299 akciger karsinom
hiicre hattinin gelisimlerinin engellenmesinde H. erinaceus’un %72, P. ostreatus’un %61 ve G.
lucidum’un %24 oraninda pozitif etki gosterdigi vurgulanmistir. Facchini ve ark. [51], P. ostreatus
misellerinden elde edilen polisakkaritlerin (FS, FI, FIl, FIlI-1, FII1-2) Sarkoma 180 ve Ehrlinch tiimér
gelisimini durdurdugunu 6ne stirmiislerdir.

L. edodes’ten izole edilen ve saflastirilmis bir polisakkarit tiirii olan lentinan, kanser tedavilerinin
etkinligini artirmada biiyiik bir rol oynamaktadir. Zhang ve ark. [52] ¢alismalarinda, L. edodes’ten elde
ettikleri polisakkaritin (JLNT), Sarcoma-180 tiimor hiicrelerine ve insan kolorektal kanser hatlarina
kars1 tiimor engelleyiciyi etki gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica ¢alismada, polisakkaritlerin tiimor
engelleyici aktivitelerinin monosakkarit igerigi ve molekiil agirliklariyla ilgili olabilecegi ©ne
striilmistiir. Finimundy ve ark. [53], calismalarinda, L. edodes’in dogal timér engelleyici ajan
olabilecegini ve kanser hiicresinin biiylimesini 6nemli 6l¢iide engelleyebilecegini bildirmiglerdir.

Zhang ve ark. [54], A. bisporus (kahverengi) polisakkaritlerinin in vivo ve in vitro kuvvetli
bagisiklik sistemini uyarici ve timor onleyici biyoaktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Smiderle
ve ark. [55], A. bisporus’un a-glukan (%20.4), p-glukan (%23.7) ve galaktomannan (%55.8) olmak
tizere li¢ temel polisakkarit icerdigini bildirmistir. Pires ve ark. [56], A. bisporus’tan mannoz (%27.3),
galaktoz (%24.4) ve glukan (%48.5)’dan meydana gelen mannogalaktoglukan elde etmisler ve
mannogalaktoglukanin, mitokondrial 6liim yolu ile apoptozu uyararak tiimor hiicrelerin gelisimini
engelledigini ve kanser tedavilerinde kullanilabilecegini dne stirmiislerdir.

Poyraz ve ark. [57], Morchella tiirlerine ait ekstrelerinin K562 hiicre hattina kars1 %36-72 oranlari
arasinda sitotoksisite gosterdigini bildirmislerdir. Song ve ark. [58], tibbi ve yenilebilir mantar tiirlerinden
biri olan Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Pilat ‘un fenolik bilesikler, melaninler ve lanostan tipi triterpenoitler
gibi daha bircok sekonder metabolitleri icerdigini ve I. obliquus kaynakli polisakkatirlerin bagisiklik sistemini
uyararak, timor gelisimini engelleyici bir etki gosterebilecegini bildirmislerdir. Bunun yam swra aym
caligmada |. obliquus ekstrelerinin antioksidatif kabiliyeti kanser hiicrelerinin olusmasini engelleyici bir etki
olusturabilecegi de one siiriilmiistiir.

Schizophyllum commune Fr.- Split Gill. 'den izole edilen sizofilan adl polisakkarit, kimyasal yap1

bakimindan lentinan’a benzeyen bir B-glukandir. Col ve ark. [59], S. commune’nin misel ve kuru mantar
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ekstrelerini kullanarak prostast kanser hiicre hatt1 (PC-3) ve servikal kanser hiicre hatlar1 (HeLA) {izerine
sitotoksik etkilerini aragtirmiglar ve hem misel hem de kuru mantar ekstratlarinin PC-3 ve HelLa’ya kars1
oldukga yiiksek sitotoksik etkiye sahip olduklarini rapor etmislerdir. Kosani¢ ve ark. [60], Lactarius
deliciosus (L.) Gray mantarinin HeLa hiicreleri tizerinde ve Macrolepiota procera (Scop.) Singer ’in ise
A549 ve LS174 hatlan tizerinde 6nemli bir kanser engelleyici etki gosterdiklerini belirtmislerdir. M.
procera’nin sulu ekstresinin, kolon kanser hiicrelerinin yayilimimi engelledigi Xu ve ark. [61] tarafindan
da One siiriilmiistiir.

Mei ve ark. [62], Phellinus linteus (Berkeley & M. A. Curtis) misellerinden izole ettikleri PLPS-
1 ve PLPS-2 polisakkaritlerinden, PLPS-1’in Sarkoma-180 hiicrelerinin ¢ogalmasinda kuvvetli
derecede engelleyici bir etki gosterdigini, ancak PLPS-2’nin benzer bir etkisi olmadigini belirterek bu
durumun aralarindaki yapisal farkliliklardan kaynaklanabilecegini 6ne siirmiislerdir. Hispolon P. linteus
mantar tiiriinden elde edilen fenolik igeriklerden biri olup, mesane ve meme kanser hiicrelerini yok
edebilme kabiliyetine sahiptir [63]. Huang ve ark. [64] ¢alismalarinda, P. linteus misel kiiltiir ekstresinin
(MCPL-7) 8 hafta boyunca diizenli bir sekilde uygulandiginda tiimoér boyutunda 6nemli derecede
azalma gozlemlendigini ve T hiicrelerin sayisinda bir artisin s6z konusu oldugunu rapor etmislerdir. Pei
ve ark. [65], P. linteus misellerinden izole edilen PL-N1 polisakkaritini A-549, Bel7402, HCT-8 ve
HepG2 kanser hiicre hatlarina 50 pg/LL konsantrasyonda uygulamiglar ve PL-N1’nin50 pg/mL
konsantrasyonda, in vitro ortamda HepG2 hiicrelerinin %13 oraninda gelisimini engelledigini 200
pgm/L konsantrasyonda ise HepG2 hiicrelerine karst maksimum seviyede (%24) engelleyici etki
gosterdigini one siirmiislerdir.

Agaricus blazei Murill, ile ilgili yapilan baz1 ¢aligmalarda, bagisiklik sistemini gii¢lendirici,
kanser onleyici ve kanserli hiicrelerin yayilimini engelleyici etkisinin bulundugu rapor edilmistir [66].
Niu ve ark. [67], diisiik molekiil agirlikli A. blazei ekstresinin karaciger tiimor hiicresinin yayilimini
engelledigini bildirmis ve kanser tedavisi i¢in umut verici bir tiimdr ajani olabilecegini 6ne stirmiislerdir.
Matsushita ve ark. [68], A. blazei’nin sicak sulu ekstrelerinin, pankreas kanser hiicrelerinin gelisimini
onemli derece engelledigini bildirmislerdir.

Grifola frondosa (Dicks.) Gray (Maitake)’dan izole edilen B-glukan’in, kanser tedavisinde
kullanilan sisplatinin etkinligini arttirdigi belirtilmektedir [69]. Alonso ve ark. [70], G. frondosa’nin
MD-fraksiyonlarin1 degerlendirmek amaci ile yiiriittiikleri ¢alismalarinda MD-fraksiyonlarinin meme
kanser hiticrelerine karsi dogrudan bir etki yaptigini ileri siirmiiglerdir. MD-fraksiyonlarinin 6nemli
derecede tiimor engelleyici 6zellik gdstermesinin nedeni kanser hiicrelerini baskilamasinin yani sira
bagisiklik sistemini giiclendirmesidir. Viicudun bagisiklik sistemini gii¢lendirerek tiimor hiicrelerinin
gelisimini, yayilimini1 ve normal hiicrelerin kanserli hiicrelere doniigmesini engellemektedir [71].

Roca-Lema ve ark. [72], Trametes versicolor (L.) Quel ve G. frondosa’dan elde edilen

ekstrelerinin insan kolon karsinomu LoVo ve HT-29 hiicrelerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
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hiicreleri 10 pg/L ve 250 ug/L arasinda farkli konsantrasyonlara sahip mantar ekstreleri ile muamele
etmigler ve 24 saatlik muameleden sonra hiicrelerin canliligina karsi bir etkisinin olmadigim
gozlemlemiglerdir. Elde edilen sonuglara gore, 48 saatlik muameleden sonra ¢ok az bir azalma
gozlemlendigi bildirilirken, 72 saatlik muameleden sonra minimum konsantrasyonda (10 pg/L) %40
oraninda hiicre canliliginin azaldigi tespit edilmistir. HT-29 hiicrelerine karsi ise T. versicolor
ekstrelerinin 24, 48 ve 72 saatlik muamelelerden sonra énemli bir etkisinin olmadigini bildirilmistir.
Bununla birlikte 72 saatlik pg/L konsantrasyonundaki G. frondosa uygulamasindan sonra kontrol
hiicreleri ile karsilagtirildiginda %40 oraninda bir azalmanin gozlemlendigini rapor etmislerdir.
Sitotoksisite etkisi bakimindan, HT-29 hiicrelerine kars1 50ug/L konsatrasyonlarda 24, 48 ve 72 saatlik
zamanlarda kuvvetli bir azalmanin gézlemlendigini vurgulamis ve 72 saatlik 100 pg/L G. frondosa
muamelesinin ardindan %60-70 oranlarinda azalma sergilendigi 6ne stiriilmiistiir.

F. velutipes’ten elde edilen bagisiklik sisteminin aktivatorii olan protein FIP-fve, kanser
engelleyici etki sergilemektedir [73]. Krasnopolskaya ve ark. [74], calismalarinda F. velutipes siv1 kiiltiir
miselyumlarindan elde edilen polisakkaritlerin tiimor biiylimesini %94 diizeyinde durdurdugunu
bildirmistir. Latha ve Baskar [75], Pleurotus florida (Mont.) Singer ve Hypsizygus ulmarius (Bull.:Fr.)
Redhead tiirlerinin saflagtirilmis polisakkaritlerinin antikanser potansiyelini, MCF meme kanseri hiicre
hatlari lizerinde MTT testi ile degerlendirmisler ve bu mantar tiirlerinin saflagtirilmis polisakkaritlerinin
hiicre canliligini 6nemli oranda azalttigini (sirast ile %66.48 ve %47.63) ve H. ulmarius

polisakkaritlerinin antikanser potansiyeli agisindan timit verici oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Mantarlarin Antioksidan Etkileri

Normal temel metabolik siireclerin yani sira hava kirliligi, alkol, sigara, agir metaller, pestisitler,
bazi ilaglar ve radyasyona maruz kalma gibi dis kaynaklar organizmalarda serbest radikallerin
olusumuna sebep olmaktadir [76]. Bu serbest radikallerin viicutta fazlaligi romatoid artrit,
arterioskleroz, siroz ve kanser gibi bir¢cok hastaliga neden olabilir ve yaslanmayi hizlandirabilir.
Antioksidanlar, canli organizmada ortaya ¢ikan serbest radikal reaksiyonlarini ve hiicresel hasari1 6nler
[77]. Yapay antioksidanlardan biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoliien
(BHT)'nin hayvanlarda [78] ve insanlarda [79] kanserojen etkilere sahip olduklari belirlendiginden,
insan viicudunu oksidatif hasarin etkisinden korumak i¢in meyve, sebze, otlar ve mantarlarda varolan
dogal antioksidanlarin arastirilmasina yonelik ilgi artmistir.

Mantarlarin fenolik igerikleri ile antioksidan igerikleri arasinda bir korelasyon bulundugu birgok
calismada rapor edilmistir [80, 81, 82]. Fenolik bilesenler arasinda fenolik asitler, flavonoidler,
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinnamik asitler, lignanlar, tanenler, stilbenler ve oksitlenmis
polifenoller bulunmaktadir [83]. Bu bilesenler, antioksidan molekiillerin sentezlenmesinde uyarici bir

gorev gormektedirler.
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Palacios ve ark. [84], yaptiklar1 bir ¢alismada A. bisporus, Boletus edulis Bull.: Fr. Sensu Jato,
Calocybe gambosa (Fr.) Donk, Cantharellus cibarius Fr., Craterellus cornucopioides Persoon,
Hygrophorus marzuolus (Fr.) Bres., L. deliciosus ve P. ostreotus tiirlerinin fenolik ve flavonoid
igerikleriklerini degerlendirmisler ve en yiiksek fenolik igerige sahip tiiriin B. edulis oldugunu ve bunu
sirastyla A. bisporus, C. cibarius’un takip ettigini, en diisiik fenolik igerige sahip tiirtin ise H. marzuolus
oldugunu rapor etmislerdir. Flavonoid igerikler bakimindan ise en yliksek degere sahip olan mantar
tiirtiniin L. deliciosus oldugu bildirilirken; A. bisporus, P. ostreotus ve C. gambosa tiirlerinin en diigiik
icerige sahip olduklar1 belirtilmistir. Tibbi bir mantar tiirii olan H. erinaceus ile ilgili yapilan bazi
calismalar sonucunda taze ve kuru sapka ekstrelerinin yiiksek fenolik igerik ve yiiksek ferrik indirgeyici
antioksidan giicii (FRAP) gosterdigi rapor edilmistir [82, 85, 86]. Woldegiorgis ve ark. [87] tarafindan
yiiriitiilen calismada, Agaricus campestris T. 'nin 14.7 mg/GAEg degeri ile diger tiirler arasinda en fazla
fenolik igerige sahip oldugunu bildirirken, Termitomyces letestui (Pat.) R. Heim ve Termitomyces
clypeatus R. Heim tiirlerinin 10.7 mg GAE/g ve 10.5 mg GAE/g toplam fenolik icerige sahip oldugu
bildirilmistir. Toplam flavonoid igerikleri agisindan ise A. campestris tirtiniin 1.97 mg CE/g ile en
yiiksek degere sahip oldugu vurgulanirken en diisiik degere sahip olan tiiriin T. microcarpus 0.17 mg
CE/g oldugunu belirtilmistir. Ferulik asitler A, C ve E vitamin vb. gibi antioksidan bilesenlerin
etkinligini artirmada biiyiik bir rol oynamaktadir. Ayn1 ¢alismada ferulik asit miktarlar1 incelenmis ve
en yiiksek miktara sahip olan tiirtin A. campestris (20.3 pg/g) ve en diisiik miktara sahip tiiriin Laetiporus
sulphureus (0.89 pg/g) oldugu belirlenmistir. Bunun yan1 sira P. ostreatus ve L. sulphureus tiirlerinde
ferulik aside rastlanilmadig kaydedilmistir.

Askorbik asit, 6nemli bir antioksidan olmakla birlikte, hiicrelerin onarilmasinda biiyiik bir role
sahiptir. Rajasekaran ve Kalaimagal [88], G. lucidum etanol ekstresinin 42.41 +2.21 mg/g fenolik, 13.57
+ 1.57 mg /g flavon ve 1.33 + 0.12 mg/g askorbik asit igerdigini rapor etmislerdir. Calisma sonuglarina
gore G. lucidum’un mitkemmel bir antioksidan icerige sahip oldugunu ve iyi bir antioksidan gida
takviyesi olabilecegi vurgulanmstir.

Kozarskive ark. [89], Agaricus brasiliensis (Murill.), A. bisporus, G. lucidum ve P. linteus tiirleri
ile yiiriittiikleri calismalarinda DPPH radikal siipiirme, demir iyonlarini jelatlama ve indirgeyici giic
yontemlerini kullarak bu mantarlarin antioksidan aktivitelerini belirlemiglerdir. Calismada, G. lucidum
ve P. linteus tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin esit oldugunu ve en diigiik antioksidan aktiviteye sahip
tiirtin ise A. bisporus oldugunu vurgulamislardir. P. linteus (0.1-10 mg/mL konsantrasyonda %77.9-
%86.9) ve G. lucidum’un (0.1-10 mg/mL konsantrasyonda %58.8-%94.5) polisakkarit ekstrelerinin
DPPH siipiirme aktivitelerinin neredeyse askorbik asit (0.1-10 mg/mL konsantrasyonda %80.6- %86.6
arasinda) gibi oldugu ve bu iki tiiriin indirgeyici giiclerinin A. bisporus 'un polisakkarit ekstrelerinden
30 kat daha yiiksek oldugu rapor etmislerdir. Ayni ¢aligmada, A. bisporus, A. brasiliensis, G. lucidum
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ve P. linteus’un toplam glukan igeriklerinin sirasiyla 63.8+0.9 g/100g, 40.1+1.0 g/100 g, 20.8+0.5 g/100
g ve 24.5+1.3 g/100 g oldugu saptanmustir.

Abdullah ve ark. [90], istiridye mantar tiirlerinin antioksidan kapasitelerini DPPH radikal
stiplirme kapasitesi B-karoten beyazlatma aktivitesi, indirgeyici gili¢ yetenekleri ve lipit peroksidaz
inhibasyonu yontemlerini kullanarak arastirmiglar ve bu tiirler arasinda, en yiiksek antioksidan
potansiyeline sahip tiiriin Pleurotus flabellatus (Berk. & Br.) (%18.4) oldugu ve bunu sirasiyla P. florida
(%16.6), P. eryngii (%15.6), Pleurotus cystidiosus O. K. Miller (%14.6) ve Pleurotus sajor-caju (Fr.)
Singer " (%14.6) takip ettigini bilirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada, en yiiksek antioksidan potansiyeline
sahip olan tiir %30.1 ile G. lucidum olarak belirlenirken, en diisiik potansiyele sahip tiir %12.0 orani
ile F. velutipes olarak saptanmustir.

Insan viicudunda selenyum minerali kilit bir rol oynamaktadir. Bagisiklik —sistemini
giiclendirmesinin yani sira iltihaplara karsi antioksidanlar1 aktive etmede onemli bir rolii vardir.
Fasoranti ve ark. [91], Pleurotus spp.’nin yetistirme ortamlarini selenyum ile destekleyerek antioksidan
aktivitesinin arttiginigozlemlemisler ve elde edilen sonuglara gore selenyum ile destelenen ortamlardan
elde edilen Pleurotus spp.’nin viicudu oksidatif zararlara karsi1 koruyabilecek dogal bir antioksidan
kaynag1 olabilme potansiyeline sahip olabilecegini rapor etmislerdir.

Mantarin antioksidan igerikleri ile ilgili galismalar genellikle in vitro ortamda yiiriitiildiigii halde
baz1 in vivo ¢alismalar da mevcuttur. Karbon tetrakloriiriin (CCly) farelerde olusturdugu oksidatif stresin
P. ostreatus’tan elde edilen ekstratlar [92, 93] ve suda ¢6ziinmeyen polisakkaritler [94] ile azaltildigin
ya da onlendigi rapor edilmistir. Liu ve ark. [95] yiiriittiikleri in vivo deneylerde farelere ardisik 30 giin
boyunca sonda yoluyla A. bisporus'un etanolik ekstresi uygulamiglardir. Bu uygulamanin, farelerin
serumlarinda, karacigerlerinde ve kalplerinde antioksidan enzim aktivitelerini nemli 6l¢lide arttirdigini
belirlemislerdir. Xu ve ark. [96], Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. (Pp) 'un yiiksek antioksidan
potansiyele sahip oldugu ve oral Pp uygulamasiyla farelerde %93.1 inhibisyon orani ile tiimor (Huh7
karaciger kanseri hiicreleri) insidansini ve biiyiikliigiinii belirgin sekilde inhibe edebilecegini, ek olarak
Pp ile tedavi edilen farelerde viicut agirliklar1 ve ana organlarinda belirgin bir yan etki gozlenmedigini
rapor etmislerdir. Ayrica, farelere bir Pp’nin bir kemoterapi ilaci olan sisplatinin diisiik dozlar ile
beraber kullanildiginda 6nemli bir sinerjistik etki yaratacagini belirtmisler ve Pp'nin karaciger kanseri
kemoterapisinde bir adjuvan uygulama olarak potansiyele sahip oldugunu vurgulamislardir.

Meng ve ark. [97], Morchella esculenta (L.) Pers.’ten elde edilen SO-01 ekzopolisakkaritin (EPS)
antioksidan kapasitesini, farelerin midelerini siringa ile farkli EPS dozlariyla (25, 50, 100, 200, 400 mg
EPS/ kg viicut agirligi) doldurduktan sonra in vivo olarak 6l¢iilmiislerdir. Kan, dalak, karaciger, kalp ve
bobrek siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin sirasi ile %125, %46.11, %23.33, %12.19, %41.29
oraninda ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerinin ise %63.24, %63.12, %166.54, %98.01,
%57.68 oraninda arttigini; malonaldehit (MDA) diizeylerinin %21.80, %67.84, %28.48, %56.15,
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%41.62 oraninda azaldigini rapor etmislerdir. Jayakumar ve ark. [98], P. ostreatus'un etanol
ekstrelesinin giiglii bir antioksidan aktiviyete sahip olmasinin yani sira, lipit peroksidasyonunun
yogunlugunu azaltarak ve enzimatik aktiviteleri (SOD, katalaz ve Gpx) ve enzimatik olmayan
antioksidan (askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH), karotenoitler,
flavonoidler) seviyelerini artirarak iyi bir in vivo antioksidan aktivite sergiledigini rapor etmislerdir.
Calismada, mantar ekstresinde bulunan askorbik asit, a-tokoferol, -karoten ve flavonoid bilesiklerin
gozlenen bu etkilerle iliskili olabilecegi belirtilmistir. Arastirmacilar bu mantar kolayca
bulunabildiginden dolay1 zengin bir antioksidan kaynagi olarak diyete dahil edilebilecegini ve oksidatif
stres kaynakli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in bir gida takviyesi veya farmasotik bir ajan olarak da
diisiiniilebilecegini 6nermislerdir.

You ve ark. [99], L. edodes’ten LT1, LT2 ve LT3 polisakkaritlerini izole etmislerdir. Elde edilen
ti¢ polisakkaritin antioksidan enzimlerin (SOD, GSH-Px) etkinligini artirdigimi bildirerek, in vivo
calismalarinda maksimum seviyede antioksidan aktivite sergileyen polisakkaritin LT2 oldugunu
bildirmislerdir.

Yan ve ark. [100], Phellinus linteus (Berk. et Curt.) misellerinden elde edilen PLP1-1 suda
¢Oziiniir polisakkaritinin in vivo antioksidan etkinliklerini aragtirmiglardir. D-Galaktoz ile uyarilan
fareler, SOD, katalaz (CAT) ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerinin etkinliklerini biiyiik oranda
artirdigini kaydetmislerdir. Ayni1 zamanda bu uygulama yaslanan farelerin bagisiklik sistemlerini giiglii

bir sekilde uyardigindan PLP1-I dogal bir antioksidan kaynagi olarak nitelendirilmistir.

Mantarlarin Antimikrobiyal Etkileri

Mantar miselleri, sap ve sapkalariin, antimikrobiyal etki gosteren antibiyotik kaynag1 olduklar1
ile ilgili bircok c¢aligma mevcutur. Barros ve ark. [101], L. deliciosus’un Sarcodon imbricatus ve
Tricholoma portentosum’tan daha fazla antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu bildirmistir. Caligmada
ayrica, toplam fenollerin ve flavonoid i¢eriklerin antimikrobiyal aktivite ile dogrudan iliskili oldugu 6ne
strdlmustiir.

Skalicka-Wozniak ve ark. [102], G. lucidum polisakkaritlerinden elde ettikleri D-glukoz
bileseninin, bakterilerin gelisimini engellemede yiiksek diizeyde aktivite sergiledigini rapor etmislerdir.
Tamilselvan ve Rajesh [103], G. lucidum’un etanol ekstresinin, saf su, hekzan ve aseton ekstrelerine
kiyasla en yiiksek diizeyde antibakteriyel ve antifungal etkinlik sergiledigini ve etanol ekstresinin,
Staphylococcus aureus (29 mm) ve Pseudomonas aeruginosa (26 mm) bakterilerine karst maksimum
diizeyde antibakteriyel etki gosterdigini ve ayrica Fusarium spp. (25.5 mm) fungusuna kars1 giiglii bir
antifungal etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar ayrica G. lucidum’un farkl: ekstrelerinin
bir antibiyotik tiirli olan gentamisin siilfat ile kiyaslandiginda neredeyse aynm diizeyde etki gosterdigini

one stirmiislerdir.
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Ramesh ve Pattar [104], Escherichia coli’ye kars1 en iyi in vitro antibakteriyel etkinlige, basta
Lycoperdon perlatum (24.0 mm) olmak iizere sirasiyla P. pulmonarius, Marasmius oreades ve Clavaria
vermiculris tiirlerinin sahip oldugunu bildirmislerdir.

Getha ve ark. [105], Polyporales takimina ait ¢esitli mantarlarin Bacillus subtilis, S. aureus,
Saccharomyces cerevisiae Ve Rhodotorula glutinis’e karst antimikrobiyal etkinliklerini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda Ganoderma cinsine ait izolatlardan elde edilen ekstrelerin %62.5
oraninda, Rigidoporus cinsinden elde edilen ekstrelerin ise %?27.2 oraninda yiiksek derecede
antimikrobiyal etkinlik sergiledigini bildirmislerdir. En diisilk antimikrobiyal etkinlik gdsteren
Phellinus cinsine ait tiirlerinin ekstrelerin %7.8 oraninda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Suseem ve ark. [106], Pleurotus eous’un petrol eteri, etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerin B.
subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye karsi
antibakteriyel etkinliklerini test ettikleri ¢calismalarinda, tiirlerin petrol eter ekstrelerin MIC degerleri,
8.8 ug/mL (P. aeruginosa), 4.4 ug/mL (K. pneumoniae), 4.4ug/mL (S. aureus), 4.2 ug/mL (B. cereus),
3.1 pg/mL (B. subtilis), 3.1 pg/mL (E. coli) olarak belirlenmistir.

Kosani¢ ve ark. [107], Boletus aestivalis, B. edulis ve Leccinum carpini tiirlerinin aseton ve
metanol ekstrelerin in vitro antimikrobiyal aktivitesini inceledikleri c¢aligmalarinda en yiiksek
antimikrobiyal etkinlik Enterococcus foecalis'e (gram pozitif bakteri) kars1 Leccinum carpini tiirtiniin
aseton ekstraktinda (MIC = 1.25 mg/mL) saptanmistir. Calismada B. aestivalis ve B. edulis tiirlerinin
aseton ve metanol ekstraktlarinin neredeyse benzer antimikrobiyal etkinliklerde oldugu bildirilirken, 2.5
mg/mL, 5 mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarin Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Candida
albicans, Paecilomyces variotii, Penicillium purpurescens (E. foecali, K. pneumoniae, S. aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve E. coli 'nin gelisimini 6nleyebilecegi 6ne siiriilmistiir.

Kosani¢ ve ark. [18] yaptiklar1 bir diger ¢alismada, Amanita rubescens (Blusher) , C. cibarius,
Lactarius piperatus (L.) Pers. ve Russula cyanoxantha (Schaeff.) Fr. tiirlerin aseton ve metanol
ekstrelerinde kuvvetli bir antimikrobiyal etki sergiledigini bildirmislerdir. Deneme sonuglarina gore L.
piperatus tiiriiniin aseton ekstresi E. foecalis'e (MIC=1.25 mg/mL) kars1 en yiiksek antimikrobiyal
etkinligi gostermis olup, A. rubescens, C. cibarius ve R. cyanoxantha tiirlerinin her iki ekstresindeki
antimikrobiyal etkinlik seviyelerinin birbirlerine yakin oldugu rapor edilmistir.

Moglad ve Saadabi [108], Agaricus bernardii, Agaricus arvensis, A. bisporus, Agaricus
porphyrocephalus F.H. Méller, Agaricus silvicola (Vittad.) Peck, Coprinus comatus (Vittad.) Peck ve
Lepiota cristata (Bolton) P. Kumm. yabani mantar tiirlerinin su, etanol ve petrol eteri ekstrelerin farkli
bakteri ve mantara kars1 antimikrobiyal kabiliyetlerini arastirmislar ve etanoliin, antimikrobiyal
bilesenleri elde edebilmek icin ideal bir solvent olacagi kanisina varmislardir. Ayrica, ¢alismada A.

porphyrocephalus’un etanolik ekstresinin, diger tiirlerle karsilastirildiginda biitiin mikroorganizmalara
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kars1 en iyi antimikrobiyal etkinlik sergileyen tiir oldugu ve A. porphyrocephalus, A. bernardii ve C.
comatus tiirlerinin, petrol eter ekstrelerinin E. coli’ye kars1 etkili olduklar1 rapor edilmistir.

Hussein ve ark. [109], A. bisporus’un (50 mg/mL) sulu ve etanol ekstrelerinin Salmonella typhi
ve S. aureus bakterinin gelisimlerine kars1 etkisini incelemisler ve iki bakteri tliriiniinde sulu mantar
ekstrelerinden etkilenmedigi, ancak etanollii mantar ekstrelerinin S. aureus (15 mm) ve S. typhi (9
mm)’ye kars1 iyi bir aktivite sergiledigini one stirmiislerdir. Waqas ve ark. [110], A. bisporus’un etil
asetat ekstresinde Drechslera australiensis fungusunun gelisiminde %50 oraninda azalma sagladigini,
Alternaria alternata ve Fusarium oxysporum tiirlerinin geligimini ise %44 oraninda engelledigini 6ne
siirmiislerdir.

Casaril ve ark. [111], farkli yetistirme ortamlarmn L. edodes’in dort izolatimin (FVI11 (Lel),
UFV52, UFV62 ve UFV63) antimikrobiyal 6zelliklerine etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda,
farkli ortamlarda yetistirilen ve farkli yontemlerle ekstre edilen L. edodes izolatlarinin hepsinin
antimikrobiyal etkinlik sergiledigini rapor etmislerdir.

Heleno ve ark. [112], Volvopluteus gloiocephalus (DC.) Vizzini ve Clitocybe subconnexa
Murrill’in, antibiyotik ilag¢ tiirlerinden olan ampisilin ve streptomisinden daha fazla antibakteriyel
etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismada ayrica, V. gloiocephalus’un fenolik ekstraktina en
hassas olan bakteri tiiriinin S. aureus oldugu belirlenmis ve V. gloiocephalus’un fenolik ekstrelerinin
sindirilmis numunelerde daha iyi antifungal etkinlik sergiledigi belirtilmistir. Arastirmacilar elde
ettikleri sonuglara gore, biitiin 6rneklerin ketokonazolden ve bifonazolden daha iyi antifungal etkinlige
sahip oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Chowdhury ve ark. [113], P. ostreotus, L. edodes ve Hypsizygus tessellatus (Bull. ex Fr.) Singer
tiirlerinin antimikrobiyal etkinliklerini belirledikleri ¢aligmalarinda, P. ostreatus’un bir¢ok bakteri ve
mantar tiirline kars1 etkili olurken, L. edodes’in en iyi antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu, P.
ostreotus ve H. tessellatus’un, B. subtilis’e karsi glicli bir antibakteriyel aktivite sergiledigini
belirtmislerdir.

Stanley ve ark. [114], Pleurotus tuberregium’un etanol ekstrelerinin, Klebsiella spp. (21+0.2
mm); Bacillus spp. (15 + 0.4 mm); S. aureus (13 + 0.2 mm); Candida albicans (7 + 0.1 mm) tiirlerinin
gelismelerini 6nleyici bir etkide bulundugunu bildirmistir. E. coli, P. aeruginosa, Streptococcus spp.’nin
ise mantarin etanol ekstresine kars1 direng gosterdigini vurgulamiglardir.

Al-Fageeh ve ark. [115], H. ulmarius (Bull) sapkalarinin metanolik ekstrelerinin P. aeruginosa,
Proteus mirabilis, E. faecalis ve K. pneumoniae bakterilerine karsi maksimum seviyede etkinlik
sergiledigini bildirmislerdir. Caligmada bu mantarin etil asetat fraksiyonunun P. aeruginosa ve K.
pneumoniae bakterilerine; petrol eteri fraksiyonun ise P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae ve E.

coli’ye kars1 giiclii bir antibakteriyel etki gosterdigini saptanmistir.
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Mantarlarin Antihiperlipidemik Etkileri

Kandaki yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve toplam
kolesterol (TC) degerlerinin yiiksek seviyelerde seyretmesi kardiovaskiiler hastaliklar i¢in yiiksek risk
olusturmaktadir.

Lovastatin, diyet yolu ile viicuda alinabilen ve kolesteroliin iiretimini &nleyerek kandaki
kolesterol seviyesinin azalmasina yardimeci olan bir bilesiktir. Dogal lovastatin benzeri bir bilesik i¢eren
P. ostreatus ile fareler ve insanlar iizerinde kolesterol diistiriicii etkileri oldugunu gdsteren birgok
aragtirma mevcuttur. Dong ve ark. [116], P. ostreatus polisakkaritlerinin (400 mg/kg viicut agirligi (va))
aterojenik indeksi iyilestirdigini ayrica heptatik miyeloperoksidaz, serbest yag asidi, TC, trigliserit (TG)
ve adiponektin degerlerini azalttigin1 bildirmislerdir. Ayrica bu polisakkaritlerin karaciger enzim
etkinliklerini ve MDA igerigini yok ederek alkalin fosfataz (ALP), alamin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST) ve LDL-C degerlerini diigiirdiiglinii, diger taraftan serum HDL-C
degerinde ise artiga sebep oldugunu vurgulamiglardir. Nwobi ve ark. [117], hiperlipidemik siganlarda P.
osteratus ile tedavinin lipit seviyelerini (TC %14.38, TG %15.82, LDL %25.52, VLDL% 15.83)
aterojenik indeksleri (TC/HDL %28.89, LDL/HDL %20.24, Log (TG/HDL) %27.27) énemli oranda
azalttigini rapor etmislerdir. Ayrica ¢alismada, tedavi edilen canlilarin viicut agirliklarinda %19.59
oraninda azalma gozlemlendigi, HDL-C degerinde ise Onemli bir degisiklige rastlanmadig:
bildirilmistir. Piskov ve ark. [118]’nin, kurutma yontemlerinin P. osteratus’un hipolidemik potansiyeli
iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmanin sonuglarina gore, dondurak kurutma yonteminin statin
icerigi ve hipolipidemik potansiyeli i¢in 6nemli olan antioksidan kabiliyetlerinin korunmasi bakimindan
en elverisli yontem oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, dondurularak kurutulmus bir 6rnekteki lovastatin
miktariin (342 £ 9.0 mg/kg) kuru hava yontemi (190 = 6.0 mg/kg) ile kurutulan 6rnekten ¢ok daha
yiiksek bir degere sahip oldugunu vurgulamiglardir. Ravi ve ark. [15], P. ostreatus ekstrelerinin alloksan
diyabetli farelerin viicut agirliklarinda, kan seker degerlerinde, LDL ve VLDL kolestrol degerlerinde
kontrol grubuna gore 6nemli 6lgiide bir azalma gézlemlendigini bildirmislerdir. Calismada, P. ostreatus
ekstresi uygulanan grupta HDL degerlerinde artis gbzlemlenirken (59.4 + 8.8 mg/dL), kontrol grubunun
degerlerinde (37.4 £ 5.2 mg/dL) énemli diizeyde azalma gozlendigi rapor edilmistir. Schneider ve ark.
[16], P. ostreatus’un insanlar tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda elde ettikleri sonuglarin
daha 6nce canli hayvanlar {lizerinde yapilan ¢aligmalarla uyum igerisinde oldugunu vurgulayarak, P.
ostreatus’un insanlarda lipit profilleri iizerinde iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica P. ostreotus tiikketiminin insanlarda TG, TC ve oksidize LDL (oksLDL) konsantrasyonlar1
iizerinde olumlu etki yaptigini 6ne stirmiiglerdir.

Krisin’de, P. ostreatus 'un ana bilesenlerindendir. Anandhi ve ark. [119], P. ostreatus ekstresi
(500 mg/kg va) ve Krisin (200 mg/kg va) uygulamasi sonucunda hiperkolesterolemik canlilarda

ortalama glukozun kan/serum seviyelerinde, lipit profil parametreleri ve hepatik markdr enzim



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 359

degerlerinde 6nemli seviyede bir azalma gozlemlendigini vurgulamiglardir. Caligsmada, Krisin’in lipit
disiiriicti etkisinin lovastatin (10 mg/kg va)’den daha kuvvetli olabilecegi 6ne silirtilmiistiir.

Jeong ve ark. [120], A. bisporus tozunun (200 mg/kg va) diyabetik si¢anlarin, plazma glukoz
oraninda %?24.7 ve TG konsantrasyonunda %39.1 oraninda azalma sagladigimi, ayrica karaciger
enzimlerinden ALT’nin etkinligini %11.7 ve AST’nin etkiligini %15.7 oraninda artirdigim
bildirmislerdir. Ayn1 ¢aligmada, uygulama sonucu hiperkolesterolemik canlilarda plazma TC’de %22.8,
LDL’de %33.1, hepatik kolesterol konsantrasyonlarinda %36.2 oraninda diisiis yasandigin1 bildirilirken,
TG konsantrasyonunda %20.8 diizeyinde azalma gergeklestigi belirtilmistir. Priya ve Chellaram [121],
A. bisporus metanol ekstresi verilen siganlarin kolesterol degerlerinin 107.0 + 1.26 mg/dl ve TG
degerlerinin 227 + 1.1 mg/dl oldugunu belirlemislerdir. Kontrol grubundaki siganlarin kolesterol (70.0
+ 1.07 mg/dl) ve TG degerleri (193.0 = 1.24 mg/dl) yiiksek yagh diyetle beslenen sigcanlarin degerleri
(kolesterol degeri 128.4 = 1.03 mg/dl ve TG degeri 272.6 + 1.22 mg/dl) ile karistirildiginda A. bisporus
ekstresiyle tedavi edilen grubun daha diisiik degerler sergiledigi gozlemlenmistir. Balakrishnan ve
Loganayagi [122], A. bisporus’un etanol ve metanol ekstrelerinin kontrol grubuna goére yiiksek TG,
kolestrol ve fosfolipit degerlerine sahip olan diyebetik si¢anlara uygulamasi ile bu degerlerin kontrol
grubu ile neredeyse ayni seviyelere getirebilecegini rapor etmislerdir.

Kata ve ark. [123], tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligmada mantar sapkalarinin metanol ekstrelerinde
en yiiksek lovastatin icerigine sahip tiirtin Cantharellus cibarius Fr. (67.89 mg/100 g kuru agirlik )
oldugunu en diisiik i¢erige ise L. edodes’in (0.95 mg/100 g kuru agirlik ) sahip oldugunu (C. cibarius>A.
bisporus>Il. badia>L. edodes) in vitro miselyum kiiltlirlerinin metanol ekstrelerinde ise en yiiksek
lovastatin igeriginde sahip tiiriin A. bisporus (47.96 mg/100 g kuru agirlik ), en diisiik igerige sahip tiiriin
ise L. edodes (3.48 mg/100 g kuru agirlik) (A. bisporus>C.cibrarius>l.badia> L. edodes oldugu
bildirilmistir). Ayrica ¢alismada, suni mide 6zsuyu ve tiikriik ¢6zeltisinde in vitro kiiltiirlerin A. bisporus
tiirii hari¢ diger 6rneklerin lovastatin miktarlarinin 0.1 mg/100 g kuru agirlik degerinde oldugu ve en
yiiksek lovastatin igerigine sahip tiirtin 0.51 mg/100 g kuru agirlik degeri ile L. edodes oldugu
bildirilmistir.

Chen ve ark. [124], P. eryngii polisakkaritlerinin (PEPE), yiiksek yag ile uyarilmis farelerde
hiperlipidemiyi etkili bir diizeyde onledigini bildirmislerdir. PEPE, ayrica LDL-C), TG ve TC
seviyelerinde onemli oranda azalmaya HDL-C seviyesinde anlamli bir artisa sebep olmustur. Calisma
sonuglarina gore, PEPE’nin karaciger dokusinda meydana gelen fazla lipit olusumunu giiglii sekilde
inhibe edebilecegi One siiriilmiistiir. Yine Chen ve ark. [125]’nin yaptiklar1 bir ¢alismada PEPE’nin
diyabetik canlilara verilmesi neticesinde; TC, TG ve LDL-C seviyelerinde azalma gozlenirken, HDL-C
seviyesinde 6nemli bir artis gézlendigini bildirmiglerdir. Xu ve ark. [126], in vivo ¢aligmalarinda P.
eryngii var. tuoliensis’in asidik (AcMZPS) ve alkalik ekstre edilebilir polisakkaritlerinin (AIMZPS)

basta TG olmak iizere TC, alkalin fosfataz, alamin aminotransferaz, aspertat aminotransferaz, MDA,
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lipit peroksidasyonu, LDL-C ve VLDL-C oranlarini belirli bir seviyede diisiirdiigiinii vurgulamislardir.
HDL-C degeri basta olmak {izere SOD, GSH-Px, CAT ve serum lipit/karaciger homojenat degerlerinin
onemli miktarda yiikseldigini bildirerek P. eryngii var. tuoliensis’in potansiyel hepatoprotektif
etkilerinin var oldugunu 6ne siirmiislerdir. Zhang ve ark. [127], ¢alismalarinda P. eryngii’den izole
edilen ekopolisakkaritler (EPS), ezimatik ekopolisakkaritler (EEPS) ve asidik ekopolisakkaritlerin
(AEPS) farkli dozlarda uygulanmasiyla, hiperlipidemik canlilar iizerinde 20 giiniin sonunda viicut
agirliklarinda azalmaya sebep olabilecegini rapor etmislerdir. 800 mg/kg va AEPS (H-AEPS)
uygulamasinin ardindan, TG degeri 1.65 £ 0.21 mM, TC degeri 2.29 = 0.06 mM ve LDL-C degerinin
0.61 + 0.02 mM oldugunu bildirmislerdir. EPS’de TG degerinin 1.80 + 0.15 mM, TC 2.89 = 0.13 mM
ve LDL-C 0.62 + 0.03 mM degerlerinde oldugunu belirlenirken, EEPS’nin ise TG 1.99 + 0.16 mM, TC
3.41 £ 0.21 mM ve LDL-C degerlerinin 0.81 = 0.05 mM ile en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.
Ayrica, ¢alismada HDL-C degerleri bakimindan AEPS’ nin 1.92 + 0.14 mM ile en yiiksek degere sahip
oldugu, EEPS’nin 1.65 £ 0.12 mM ve EPS’nin 1.82 + 0.05 mM degerlerine sahip oldugunu
vurgulanmustir. Zhang ve ark. [128]’nin, P. eryngii’den elde edilen SI-04 (EPS-1 ve EPS-2)
polisakkaritlerin canlilara uygulamasinin TC, TG, VLDL-C ve LDL-C seviyelerinin azalmasinda, HDL-
C seviyesinin ise artmasinda etkili bir rol oynadigini bildirmislerdir.

Sarker [129], G. lucidum’un petrol eteri ve metanol ekstraklarini farkli dozlarda diyabetik
sicanlara uygulamig ve TC, TG ve LDL-C degerlerinde 6nemli bir oranda azalma ve HDL-C
degerlerinde bir ylikselme gbzlemledigini bildirmistir. Meneses ve ark. [130], G. lucidum ekstrelerinin
(GI-1 ve GI-2), lipit metabolizmasi {izerinde bazi durumlarda simvastatinden (lipit disiiriicii bir ilag)
daha kuvvetli bir etki sergiledigini One siirmiislerdir. Calisma sonuglarmna gore, Gl-1 ve GI-2
ekstrelerinin diisiik ve yiiksek dozlar1 karacigerde lipit birikmesini biiyiik dl¢iide engellemektedir. Xu
ve ark. [131], indirgenmis G. lucidum polisakkaritlerinin, ateroskleroz indeks, TC, TG, LDL-C ve HDL-
C degerleri tizerinde G. lucidum polisakkaritlerinden daha giiclii bir etkinlige sahip oldugunu
bildirmislerdir. Li ve ark. [132], G. lucidum polisakkaritleri- krom (I11) [GLP-Cr (111)] kompleksi verilen
farelerin TC, TG, LDL-C degerlerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugunu, aglik kan sekerleri
ve glukoz tolerasanlarinin da diisiik bulundugunu 6ne siirmislerdir.

Wang ve ark. [133], C. militaris SU-12"nin rezidii polisakkariti (RPS)’ nin yapisini analiz etmisler
ve bunun lipit metabolizmasi ile oksidatif stres {izerindeki farmokolojik etkilerini aragtirmiglardir.
RPS'nin kan ve karaciger lipit seviyelerini azaltabildigini, glutamat piruvat transaminaz ve antioksidan
aktiviteyi gelistirebilecegini belirlemislerdir. Ayrica, fare karacigerlerinde yapilan histopatolojik
gozlemler sonucunda, RPS'nin karaciger hiicresi hasarini hafifletebilecegi gézlenmistir. Arastiricilar bu
sonuglara dayanarak, RPSnin potansiyel bir antihiperlipidemik, hepatoprotektif ve antioksidan tiriin

olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Liu ve ark. [134], ile Cordyceps taii polisakkaritleri verilen
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diyabetik fare grubunun TC’nde %13.84 oraninda, TG’de %31.87 ve LDL-C’de %36.61 oraninda
azalma, HDL-C seviyesinde ise %28.60 oraninda artis gézlendigini belirtmislerdir.

Yoon ve ark. [135], hiperkolesterolemili siganlara L. edodes mantarinin diyet takviyesi olarak
uygulamasi sonucunda siganlarin viicut agirliklarinda anlamli bir azalma gézlemlendigini bildirmistir.
%5 L. edodes diyet takviyesi ile beslenen hiperkolestermik si¢anlar, plazma toplam kolestroliinde
%34.33, TG’de %53.21, LDL’de %75, toplam lipitte %34.66, fosfolipitte %25.73 ve LDL/HDL
degerlerinde %71.43 oraninda bir azalma gbzlendigini 6ne siirmiisler ve elde edilen bu sonuglara gore
L. edodes’in dogal bir kolestrol diisiiriicii etkiye sahip olabilecegini vurgulamiglardir. L. edodes’in sahip
oldugu eritadenin bileseni, kolesterol seviyesinin azaltmakla birlikte 6zellikle plazma kolesterol
konsantrasyonunu diisiiriicii bir etkiye de sahiptir. Yang ve ark. [136], yliksek yagl diyet tiiketiminin
sebep oldugu toplam serum kolesterol (T-CHO), LDL ve TG degerlerinin yiikselmesini, eridatenin
(10mg/kg) ve farkli dozlarla muamele edilen L. edodes (%5, %10 ve %?20) diyet takviyesi ile bu
degerlerin artisini hafiflettigini ve eritadenin ve L. edodes tedavisi ile karaciger dokularinda meydana

gelen lipit birikiminde azalma goézlemlendigini 6ne siirmiiglerdir.

Mantarlarin Antidiyabetik Etkileri

Diyabet, bireyin kan sekerinin yiiksek seviyelerde olmasi, viicudun iirettigi insiiline hiicrelerinin
tepki verememesi veya hi¢ liretememesi ile olusan metabolik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Zhang ve ark. [137], streptozotosin ile uyarilan diyabetik siganlarin tedavisinde P. ostreatus
polisakkaritlerini kullanmislar; bu polisakkaritlerin, hiperlipidemi ve hiperglisemi seviyelerinde azalma
gosterdigini, insiilin direncini diizenledigini ve glikojen depolamasini artirdigini rapor etmislerdir.
Ayrica CAT, SOD ve GSH-Pxetkinliklerini aktiflestirdigini, bunun yan1 sira MDA degerini azaltarak
Tip-2 diyabetik siganlarda oksidatif hasar riskini en az seviyeye diistirdiigiinii bildirmislerdir.

Pandimeena ve ark. [138], 100g kurutulmus P. florida 6rneginde 61.85 mg (katekol esdegeri)
fenol, 1.92 mg alkoloid, 2.78 g flavonoid ve ¢ok az miktarlarda tanenler, glukozitler, terpenoidler ve
saponinleri bulundurdugunu bildirmislerdir. Calismada P. florida metanol ekstrelerinin 0.25 mg o-
amilaz konsantrasyonda %13.78, 0.50 mg konsantrasyonda %20.7 ve 1 mg konsantrasyonda %26.5
oraninda antidiyabetik etkinlik sergiledigi belirtilmistir. Khatun ve ark. [139], diyabetik si¢anlara P.
florida (%5 agirlik/agirlik kuru toz) verilmesinin ardindan kan sekeri ve kolestrol seviyelerinde 6nemli
derecede azalma saglandigini ve P. florida ile beslenen diyabetik grubun, kontrol grubuna gére daha
diisitk LDL degerine sahip oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Balaji ve ark. [140], calismalarinda P. pulmonarius misellerinin sicak su ve aseton ekstrelerini
diyabetik albino si¢anlara uygulamislar ve sicak su ekstrelerinin aseton ekstresine gore daha yiiksek
antidiyabetik etkinlige sahip oldugunu belirlemislerdir. Sicak su ekstresinin glukoz seviyesinde anlaml
derecede azalma sagladigi ve bunlarin yam sira diyabet kaynakli komplikasyonlarda koruyucu etki

sergiledigi vurgulanmistir.
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Ng ve ark. [141], P. sajor-caju’nun hipoglisemik ve antidiyabetik aktivitelerini analiz etmek igin
mantarin sulu ekstrelerini tek bir doz olarak 500, 750 veya 1000 mg/kg dozlarinda siganlara uygulamis
ve oral glukoz tolerans testinde, 750 mg/kg’lik doz uygulamasindan 3 saat sonra, normal siganlarin kan
sekerinde %41.3, diyabetik sicanlarda %36.5 oraninda azalma gézlemlendigi bildirilmistir.

Etewa ve ark. [142], P. ostreatus ve A. bisporus tiirlerinin antidiyabetik etkinliklerini aragtirdiklar
caligmalarinda, her iki tiiriin de iyi bir diizeyde hipoglisemik etkiye sahip oldugu, deneklerin hepatik
glikojen iceriginde ve glukokinaz ekspresyon degerlerinde anlamli bir seviyede ylikselme oldugunu
belirlemiglerdir. Kumar ve ark. [143], A. bisporus polisakkaritlerinin in vitro antidiyabetik etkinligini
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, polisakkaritlerin 2 mg/mL konsantrasyonda, %78.85 diyabet engelleyici
etkinlik sergiledigini bildirmislerdir (a-amilaz inhibitorii). Zaid ve ark. [144], streptozotosin ile uyarilan
siganlara A. bisporus verilmesinin ardindan, glukoz konsantrasyonunda anlamli bir yiikselis gosterdigini
ve ayni zamanda glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) etkinliginde ve insiilin seviyesin 6nemli derecede
azalma gozlemlendigini belirtmislerdir. Balakrishnan ve Loganayagi [145], A. bisporus sapkalarinin
etanol ve metanolekstraklarinda, alloksan ile uyarilan sicanlarin hipoglisemik etkinliklerini
degerlendirmisler ve etanol ekstresi ile en iyi sonuglara ulasildigini belirtmislerdir. Alloksan ile uyarilan
diyabetik grup, normal grup ile karsilastirildiginda serum glukoz degerlerinde, isaretleyici enzimlerde
(AST, ALT, ALP, laktat dehidrojenaz (LDH)) ve lipit seviyelerinde anlaml1 bir artig gosterdigini, serum
protein ve karaciger glikojen igeriklerinde ise onemli seviyede azalma sergilendigini bildirmiglerdir.

Kim ve ark. [146], normal beslenen farelerin kan seker seviyesi 200-210 mg/dl iken,
streptozotosin ile uyarilan farelerin kan seker seviyelerinin 6. giinde 346 mg/dl ve 12. giinde 424 mg/dl
degerlerinde oldugunu ve farelere 30 mg/kg Phellinus linteus polisakkariti verilmesinin kan seker
seviyesinin azalmasina etki etmedigini bildirmislerdir. Ancak, kontrol grubundan elde edilen adacik
hiicrelerin birgogunda énemli boyutta lenfosit sizmasi belirlenmis, polisakkarit verilen grupta ise kontrol
grubunun aksine sizmanin azaldigin bildirilmistir. Ayrica, ortalama insiilin diren¢ indekslerine
bakildiginda kontrol grubunda 3.1 £+ 0.4 degerinde iken, polisakkaritle muamele géren grupta 0.69 +
0.04 degerlerinde oldugu gézlenmistir.

Zhang ve ark. [147], Suillellus luridus’tan izole ettikleri polisakkaritleri (Suilu.A, Suilu.C ve
Suilu.S) streptozotosin ile uyarilan diyabetik farelere uygulamislar ve uygulama yapilan farelerin viicut
agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla azalma gozlemlendigini bildirmislerdir. Calismada, kan seker
seviyesi bakimimdan {i¢ polisakkarit ile tedavi edilen grubun normal seviyeye yaklastigini ancak ¢ok
azinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek seviyelerde oldugunu gozlemlemistir. Ayrica tedavi edilen
grubun, karaciger ve bobrek hasarina karsi olumlu etki sergiledigini one siiriilmiis ve oOzellikle
Suilu.C’nun diyabetik farelerde karacigerin korunmasina en etkili olan polisakkarit oldugunu rapor

etmislerdir.
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Tip-2 diyabet tedavisinde, kompleks karbonhidratlarin ve disakkaritlerin bagirsaktan emilebilir
monosakkaritlere pargalanmasinin, o-glukozidaz enziminin bloke edilerek engellenmesi etkili
yontemlerden bir tanesidir. Stojkovic ve ark. [148], tibbi mantar tiirlerine ait Agaricus blazei Murrill,
Coprinus comatus Pers., Cordyceps militaris Fr., Inonotus obliquus Pilat, Morchella conica Pers. ve
Phellinus linteus Berk’in in vitro antidiyabetik aktivileri ile ilgili yiirtittiikleri caligmada, M. conica ve
C. militaris tiirlerinin metanolik ekstrelerinin, a-amilaz enzim etkinligini inhibe edemedigini, fakat .
obliqguus’un metanolik ekstresinin a-glukozidaz enziminin en kuvvetli inhibitdri oldugunu
vurgulamislardir. Ayrica ¢calismada, C. comatus 'un a-amilaz enziminin inhibasyonunda giiclii bir etki
gosterdigi de one stiriilmiistiir.

Vincent ve ark. [149], yiiksek yagl diyet ile beslenen canli grubunu Agaricus blazei ile tedavi
etmigler ve. A. blazei’nin, viicut agirhi@inin artisin1 6nleyerek yag kiitlesi olusumuna karsi koruma
sagladigi, bunun disinda yiiksek yagli beslenme sonucu olusan iltihaplanma, glukoz intoleransi, instilin
direnci gibi durumlara karsi da koruma sagladigini rapor etmislerdir.

Chen ve ark. [150] yaptiklar1 bir ¢alismada, PEPE’nin diyabetik canlilara verilmesi neticesinde
viicut agirliklarinda anlamli bir azalma gozlediklerini belirtmislerdir.

Oluba ve ark. [151], streptozotosin ile uyarilan diyabetik sicanlarin tedavisinde kullanilan G.
lucidum ekstrelerinin doza bagimli olarak saglikli ve diyabetik canlilarda insiilin seviyesini yiikselttigini
ve lipit profilini iyilestirdigini gézlemlemislerdir. Ma ve ark. [152], G. lucidum triterpenoitleri,
polisakkaritleri, proteoglikanlar1 ve proteinleri gibi farkli molekiillerin diyabet engelleyici aktivite
sergiledigini belirtmislerdir. Ayrica bu molekiillerin, bagisiklik tepkilerini diizenleyebildigini, kan
sekerinin de yiikselmesini 6nledigini vurgulamislardir. Ayni ¢alismada G. lucidum’dan elde edilen Ling
Zhi-8 proteinin lenfosit sizmasini 6nemli derecede azalttigi ve bu proteinin ayn1 zamanda diyabetik
farelerde insiilin antikor tespitini yiikselttigini 6ne stirmiislerdir. Xiao ve ark. [153], G. lucidum’dan
izole edilen F-31 polisakkariti verilen farelerin aglik serum instilinlerinin, kontrol grubundakilere gore
onemli diizeyde diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Viicut agirliklar1 bakimindan iki grup arasinda
onemli bir fark goézlemlenmedigini belirtilirken, epididimal yag/viicut agirh@ oraninin, F-31
polisakkariti verilen grupta daha yiiksek oldugu ve bu polisakkaritin diyabetten dolay1 olusan hepatik
hasar1 azalttig1 6ne siiriilmiistiir. Li ve ark. [130], G. lucidum’dan izole edilen GLP-Cr (3) bileseninin
cok iyi seviyede hipoglisemik ve hipolipidemik etkinlik sergiledigini bildirmislerdir. Calismada, aglik
kan seker degeri bakimindan GLP-Cr (3) ve GLP bilesenleri karsilastirildiginda, GLP-Cr (3) bileseninin
etkisinin daha fazla oldugu ve GLP-Cr (3), GLP ve CrCl3 gruplarindaki canlilarin tiimiinde glukoz
toleransinin dnemli seviyede azaldigi vurgulanmistir. Ayrica, tedavilerde GLP-Cr (3) bileseninin (50
mg/kg/giin) kullanilmasinin, glukoz toleransinin saglikli canlilarla aym1 degere getirilmesinde etkili

oldugu 6ne siirilmiistiir.
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Guo ve ark. [154], benzer ¢alismay1 Grifola frondosa’dan izole ettikleri GFP-Cr (3) polisakkariti
ile yiriitmiigler ve GFP-Cr (3) bileseninin (300 mg/kg/giin), GFP (300 mg/kg/giin) bileseni ile
karsilastirlldiginda diyabetik canlilardaki kan glukoz degerlerini 6nemli diizeyde azalttigini
bildirmiglerdir. Calismada, GFP ve GFP-Cr (3) bilenlerinin yiiksek dozda uygulanmasi halinde
diyabetik canlilarda hepatik glikojen degerinin 6nemli diizeyde yiikselttigi gozlenmistir. Kou ve ark.
[155], G. frondosa polisakkaritleri verilen diyabetik siganlarin, viicut agirliklarinda 6nemli diizeyde
azalma oldugunu goézlemlemisler ve bu polisakkaritlerin aglik kan seker seviyelerini bilyiik bir dl¢lide
baskiladigini vurgulamiglardir. Hipogliseminin, diyabet hastalarinda bobrek hasarina neden oldugu
bilinmektedir. Caligmada, G. frondosa polisakkaritleri, diyabetik canlilarin bobreginde meydana gelen
patolojik farkliliklar iizerinde de olumlu sonuglar yaratmistir. Chen ve ark. [156], G. frondosa’dan elde
edilen GFP-W adli heteropolisakkaritin glukoz emilimini yiikselttigini bildirirken, Tip-2 diyabetik
canlilarda kan glukoz seviyesi ve glukoz toleransin1 6nemli seviyede diizenledigini belirtmislerdir. Elde
edilen sonuglara gére GFP-W’nin, glukoz metabolizma diizensizliginin tedavisinde kullanilabilecek
potansiyele sahip oldugu vurgulanmustir.

Meera ve ark. [157], H. ulmarius ekstresinin, streptozotosin-nikotinamid ile uyarilan diyabetik
canlilarin tedavisinde kullanmislar ve iki glukonejenik enzim olan glukoz-6-fosfataz ve fruktoz-1,6-
bisfosfataz’in dokulardaki etkinligi ve serum glukoz seviyesi ilizerinde yiikselme gozlemlendigini
bildirmislerdir. Calismada H. ulmarius sulu ekstresinin, glukoz, serum ve dokulardaki AST, ALT, ALP
ve LDH enzimlerini normal degerlerde olmasini saglayarak streptozotosinin meydana getirdigi hasarlara
kars1 olumlu etki yaptigimi ve glukoneojenik enzimlerin etkinligini normal degerlere getirdigini

belirtmislerdir.

SONUC VE TARTISMA

Farkli mantar tirleri iizerinde yapilan c¢aligmalar, mantarlardan elde edilen ana biyoaktif
bilesiklerin ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahip olduklarini
gostermektedir. Ayrica bagisiklik sisteminin giiclenmesinde aktif olan bu bilesikler ¢esitli fonksiyonel
gidalarin gelistirilmesinde etkili bir malzeme olarak kullanilabilirler. Ancak mantarlar polisakkaritler,
antioksidanlar, amino asitler gibi biyoaktif igerik disinda ¢ok farkli iceriklere de sahiptir. Bu nedenle
mantarlar tiiketilirken/tliketilmesi planlanirken bu durumun g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.
Ayrica kronik rahatsizlig1 nedeni ile ilag kullananlarin, kemoterapi uygulanan hastalarin bu mantarlar
ve bunlara ait preparatlar1 doktorlarina danismadan kesinlikle kullanmamalidir.

Mantarlarin biyoaktif bilesenlerin icerigi ve oranlari, yetistirme ortamlarina, iklimsel faktorlere,
olgunluk durumlarma bagli olarak biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir. Bu nedenle farmasdtik
uygulamalar i¢in kullanilacak mantar iiriinlerinin kalitesini ve etkinligini garanti etmek i¢in onaylanmis

standart tiretim protokollerine ihtiya¢ duyulabilecegi goz dniinde bulundurulmasi gereken durumlardan
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bir tanesidir. Diger taraftan, mantarlarin yetistiriciliginde uygulanan sicaklik ve nem gibi faktorler,
zararlh fungus tiirleri, bakteriler ve zararlilarin gelisimleri i¢in optimum sartlar1 saglar. Bu nedenle
mantar iiretiminde siklikla yasanan hastalik ve zararlilarla ilgili problemlerin ¢6ziimii igin yogun pestisit
kullanim1 yaygindir. Bu pestisitlerin insan sagligina olan olumsuz etkileri goz oOniine alindiginda,
ozellikle tibbi amaglarla kullanilacak olan mantarlarin {iretiminde organik tarim ya da iyi tarim
uygulamalar1 gibi kontrollii ve sertifikali iiretim sistemlerinin uygulanmas: tercih edilmelidir. Bu
konudaki bir diger ¢6ziim Onerisi ise farmasdtik uygulamalar igin biyoaktif metabolitler tiretmek tizere
mantar sapkalart yerine sivi misel kiiltiirii kullanilmasidir. Mantar misellerinin biyoaktif igerik
bakimindan ¢ok zengin olduklari bilinmektedir. Sivi misel kiiltiirii tiretiminde kimyasal kullanmadan
misel liretimi yapmak miimkiin olabilecegi gibi, bu tiretim seklini standartlara oturtmak da ¢ok daha
kolay olacaktir.

Sonug olarak, mantarlar saglikli beslenme ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde iimit verici sonuglar
sunarken, tibbi 6zelliklere sahip olan mantar tiirlerinin sahip olduklar1 biyoaktif icerikler ve bunlarin
etkileri hakkinda daha fazla bilgi gereklidir. Ancak bu bilgiler elde edildikten sonra, olumsuz sonuglara
yol agmadan mantarlardan maksimum fayda elde etmek daha miimkiin olacaktir. Yiiksek kaliteli klinik
calismalarin gerceklestirilmesi ve yayinlanmasi, standart kalitede yiiksek kaliteli iiriinler iiretilmesi ve
kontrollii kosullar altinda siirdiiriilebilir iiretimin saglanmasi konu ile ilgili en 6nemli hedefler olarak

belirlenmelidir.

YAZAR KATKILARI

Kavram: F.A.; Tasarim: C.O., F.4.; Denetim: C.O.; Kaynaklar: -; Malzemeler: -; Veri toplama
velveya isleme: -; Analiz ve/veya yorumlama: C.O., F.A.; Literatiir taramas1: C.O., F.A.; Makalenin
yazilmast: C.0., F.A.; Kritik inceleme: C.0., F.4.; Diger: -

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu yazi igin gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catigmasi olmadigini beyan

etmislerdir.

KAYNAKLAR

1. Miles, P.G., Chang, S.T. (2004). Mushrooms: cultivation, nutritional value, medicinal effect,
and environmental impact. CRC press, p.6.

2. FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations. (2018).
http://www.fao.org/home/en


http://www.fao.org/home/en

366 Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

3.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Dembitsky, V.M., Terent'ev, A.O., Levitsky, D.O. (2010). Amino and fatty acids of wild edible
mushrooms of the genus Boletus. Records of Natural Products, 4(4), 218-223.

Sevindik, M. (2018). Investigation of oxidant and antioxidant status of edible mushroom
Clavariadelphus truncatus. Mantar Dergisi/The Journal of Fungus, 9(2), 165-168.

Reis, F.S., Martins, A., Barros, L., Ferreira, 1.C. (2012). Antioxidant properties and phenolic
profile of the most widely appreciated cultivated mushrooms: A comparative study between in
vivo and in vitro samples. Food and Chemical Toxicology, 50(5), 1201-1207.

Ghahremani-Majd, H., Dashti, F. (2015). Chemical composition and antioxidant properties of
cultivated button mushrooms (Agaricus bisporus). Horticulture, Environment, and
Biotechnology, 56(3), 376-382.

Manzi, P., Aguzzi, A., Pizzoferrato, L. (2001). Nutritional value of mushrooms widely
consumed in Italy. Food Chemistry, 73(3), 321-325.

Wada, T., Sumardika, I. W., Saito, S., Ruma, I. M. W., Kondo, E., Shibukawa, M., Sakaguchi,
M. (2017). Identification of a novel component leading to anti-tumor activity besides the major
ingredient cordycepin in Cordyceps militaris extract. Journal of Chromatography B, 1061, 209-
219.

Qu, L., Li, S., Zhuo, Y., Chen, J., Qin, X., Guo, G. (2017). Anticancer effect of triterpenes from
Ganoderma lucidum in human prostate cancer cells. Oncology Letters, 14(6), 7467-7472.

Wang, X., Sun, D., Tai, J., Wang, L. (2017). Ganoderic acid A inhibits proliferation and
invasion, and promotes apoptosis in human hepatocellular carcinoma cells. Molecular Medicine
Reports, 16(4), 3894-3900.

Thongbai, B., Rapior, S., Hyde, K.D., Wittstein, K., Sadler, M. (2015). Hericium erinaceus, an
amazing medicinal mushroom. Mycological Progress, 14(91),1-23.

Salmones W. (2017). Medicinal Properties and Clinical Effects of Medicinal Mushrooms Zied
D.C ve Pardo-Giménez A. (Eds.), Edible and Medicinal Mushrooms: Technology and
Applications, Wiley Blackwell, England, p.504.

Ferreira, C.F.R., Vaz J.A., Vasconcelos, M. H., Martins, A.R.L. (2010). Compounds from wild
mushrooms with antitumor potential. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (Formerly
Current Medicinal Chemistry-Anti-Cancer Agents), 10(5), 424-436.

Ferreira, I. C., Heleno, S. A, Reis, F. S., Stojkovic, D., Queiroz, M. J. R., Vasconcelos, M. H.,
Sokovic, M. (2015). Chemical features of Ganoderma polysaccharides with antioxidant,
antitumor and antimicrobial activities. Phytochemistry, 114, 38-55.

Ravi, B., Renitta, R. E., Prabha, M. L., Issac, R., Naidu, S. (2013). Evaluation of antidiabetic
potential of oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) in alloxan-induced diabetic
mice. Immunopharmacology and Immunotoxicology, 35(1), 101-109.

Schneider, 1., Kressel, G., Meyer, A., Krings, U., Berger, R. G., Hahn, A. (2011). Lipid lowering
effects of oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) in humans. Journal of Functional Foods, 3(1),
17-24.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 367

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Lim, W.Z., Cheng, P.G., Abdulrahman, A.Y., Teoh, T.C. (2020) The identification of active
compounds in Ganoderma lucidum var. antler extract inhibiting dengue virus serine protease
and its computational studies. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 38(14), 4273-
4288.

Kosanic, M., Rankovic, B., Dasic, M. (2013). Antioxidant and antimicrobial properties of
mushrooms. Bulgarian Journal of Agricultural Science, 19(5), 1040-1046.

Wang, Q., Wang, F., Xu, Z., & Ding, Z. (2017). Bioactive mushroom polysaccharides: a review
on monosaccharide composition, biosynthesis and regulation. Molecules, 22(6): 955, 1-13.

Aleem, E. (2013). B-Glucans and their applications in cancer therapy: focus on human
studies. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry-
Anti-Cancer Agents), 13(5), 709-719.

Wang, Y., Liu, Y., Yu, H., Zhou, S., Zhang, Z., Wu, D., Zhang, J. (2017). Structural
characterization and immuno-enhancing activity of a highly branched water-soluble -glucan
from the spores of Ganoderma lucidum. Carbohydrate Polymers, 167, 337-344.

Ramberg, J. E., Nelson, E. D., Sinnott, R. A. (2010). Immunomodulatory dietary
polysaccharides: a systematic review of the literature. Nutrition Journal, 9(1), 1-22.

Amdekar, S. (2016). Ganoderma lucidum (Reishi): source of pharmacologically active
compounds. Current Science, 111(6), 976-978.

Khatian, N., Aslam, M. (2018). A review of Ganoderma lucidum (Reishi): A miraculous
medicinal mushroom. Inventi Rapid: Ethnopharmacology, 4, 1-6.

Loyd, A. L., Richter, B. S., Jusino, M. A., Truong, C., Smith, M. E., Blanchette, R. A., Smith,
J. A. (2018). Identifying the “mushroom of immortality”: assessing the Ganoderma species
composition in commercial Reishi products. Frontiers in Microbiology, 9:1557, 1-14.

Nandi, S., Sikder, R., Acharya, K. (2019). Secondary metabolites of mushrooms: A potential
source for anticancer therapeutics with translational opportunities. In Advancing Frontiers in
Mycology & Mycotechnology, Springer, Singapore, p.563.

Qi, F., Zhao, L., Zhou, A., Zhang, B., Li, A., Wang, Z., Han, J. (2015). The advantages of using
traditional Chinese medicine as an adjunctive therapy in the whole course of cancer treatment
instead of only terminal stage of cancer. Bioscience Trends, 9(1), 16-34.

Lee, H. H, Lee, S, Lee, K., Shin, Y. S, Kang, H., Cho, H. (2015). Anti-cancer effect of
Cordyceps militaris in human colorectal carcinoma RKO cells via cell cycle arrest and
mitochondrial apoptosis. DARU Journal of Pharmaceutical Sciences, 23(1), 1-8.

Tomonobu, N., Komalasari, N. L. G. Y., Sumardika, I. W., Jiang, F., Chen, Y., Yamamoto, K.
I., Sakaguchi, M. (2020). Xylitol acts as an anticancer monosaccharide to induce selective
cancer death via regulation of the glutathione level. Chemico-Biological Interactions, 324,
109085, 1-13.

Huo, X., Liu, C., Bai, X,, Li, W., Li, J., Hu, X., Cao, L. (2017). Aqueous extract of Cordyceps
sinensis potentiates the antitumor effect of DDP and attenuates therapy-associated toxicity in



368 Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

non-small cell lung cancer via IkBoa/NFkB and AKT/MMP2/MMP9 pathways. Rsc
Advances, 7(60), 37743-37754.

Jin, Y., Meng, X., Qiu, Z., Su, Y., Yu, P., Qu, P. (2018). Anti-tumor and anti-metastatic roles
of cordycepin, one bioactive compound of Cordyceps militaris. Saudi Journal of Biological
Sciences, 25(5), 991-995.

Xu, Z., Chen, X., Zhong, Z., Chen, L., Wang, Y. (2011). Ganoderma lucidum polysaccharides:
immunomodulation and potential anti-tumor activities. The American Journal of Chinese
Medicine, 39(1), 15-27.

Wu, K., Na, K., Chen, D., Wang, Y., Pan, H., Wang, X. (2018). Effects of non-steroidal anti-
inflammatory drug-activated gene-1 on Ganoderma lucidum polysaccharides-induced apoptosis
of human prostate cancer PC-3 cells. International Journal of Oncology, 53(6), 2356-2368.

Sohretoglu, D., Huang, S. (2018). Ganoderma lucidum polysaccharides as an anti-cancer
agent. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal Chemistry-
Anti-Cancer Agents), 18(5), 667-674.

Zhao, R. L., He, Y. M. (2018). Network pharmacology analysis of the anti-cancer
pharmacological mechanisms of Ganoderma lucidum extract with experimental support using
Hepal-6-bearing C57 BL/6 mice. Journal of Ethnopharmacology, 210, 287-295.

Martinez-Montemayor, M. M., Ling, T., Suarez-Arroyo, I. J., Ortiz-Soto, G., Santiago-Negron,
C. L., Lacourt-Ventura, M. Y., Rivas, F. (2019). Identification of biologically active
Ganoderma lucidum compounds and synthesis of improved derivatives that confer anticancer
activities in vitro. Frontiers in Pharmacology, 10:115, 1-17.

Lavi, I., Friesem, D., Geresh, S., Hadar, Y., Schwartz, B. (2006). An aqueous polysaccharide
extract from the edible mushroom Pleurotus ostreatus induces anti-proliferative and pro-
apoptotic effects on HT-29 colon cancer cells. Cancer Letters, 244(1), 61-70.

Gu, Y. H., Sivam, G. (2006). Cytotoxic effect of oyster mushroom Pleurotus ostreatus on
human androgen-independent prostate cancer PC-3 cells. Journal of Medicinal Food, 9(2), 196-
204.

Martin, K. R., Brophy, S. K. (2010). Commonly consumed and specialty dietary mushrooms
reduce cellular proliferation in MCF-7 human breast cancer cells. Experimental Biology and
Medicine, 235(11), 1306-1314.

Tong, H., Xia, F., Feng, K., Sun, G., Gao, X., Sun, L., Sun, X. (2009). Structural characterization
and in vitro antitumor activity of a novel polysaccharide isolated from the fruiting bodies of
Pleurotus ostreatus. Bioresource Technology, 100(4), 1682-1686.

Hassan, M. A. A., Rouf, R., Tiralongo, E., May, T. W., Tiralongo, J. (2015). Mushroom lectins:
specificity, structure and bioactivity relevant to human disease. International Journal of
Molecular Sciences, 16(4), 7802-7838.

Satata, A., Lemieszek, M., Parzymies, M. (2018). The nutritional and health properties of an
oyster mushroom (Pleurotus ostreatus (Jacq. Fr) P. Kumm.). Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 17, 185-197.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 369

43.

44,

45,

46.

47,

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

Refaie, F. M., Esmat, A. Y., Daba, A. S., Osman, W. M., Taha, S. M. (2010). Hepatoprotective
activity of polysaccharopeptides from Pleurotus ostreatus mycelium on thioacetamide-
intoxicated mice. Micologia Aplicada International, 22(1), 1-13.

Wu, X., Zheng, S., Cui, L., Wang, H., & Ng, T. B. (2010). Isolation and characterization of a
novel ribonuclease from the pink oyster mushroom Pleurotus djamor. The Journal of General
and Applied Microbiology, 56(3), 231-239.

Jing, X., Mao, D., Geng, L., Xu, C. (2013). Medium optimization, molecular characterization,
and bioactivity of exopolysaccharides from  Pleurotus eryngii. Archives  of
Microbiology, 195(10-11), 749-757.

Ma, G., Yang, W., Mariga, A. M., Fang, Y., Ma, N., Pei, F., Hu, Q. (2014). Purification,
characterization and antitumor activity of polysaccharides from Pleurotus eryngii
residue. Carbohydrate Polymers, 114, 297-305.

Wu, J. Y., Chen, C. H., Chang, W. H., Chung, K. T., Liu, Y. W,, Lu, F. J., Chen, C. H. (2011).
Anti-cancer effects of protein extracts from Calvatia lilacina, Pleurotus ostreatus and
Volvariella volvacea. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2011, 1-10.

Wiater, A., Paduch, R., Pleszczynska, M., Prochniak, K., Choma, A., Kandefer-Szerszen, M.,
Szczodrak, J. (2011). o-(1— 3)-d-Glucans from fruiting bodies of selected macromycetes fungi
and the biological activity of their carboxymethylated products. Biotechnology Letters, 33(4),
787-795.

Wiater, A., Paduch, R., Choma, A., Sylwia, S., Pleszczynska, M., Tomczyk, M., Janusz, S.
(2015). (1— 3)-a-D-Glucans from Aspergillus spp.: structural characterization and biological
study on their carboxymethylated derivatives. Current Drug Targets, 16(13), 1488-1494.

Sharif, S., Atta, A., Huma, T., Shah, A. A., Afzal, G., Rashid, S., Mustafa, G. (2018).
Anticancer, antithrombotic, antityrosinase, and anti-a-glucosidase activities of selected wild
and commercial mushrooms from Pakistan. Food Science and Nutrition, 6(8), 2170-2176.

Facchini, J. M., Alves, E. P., Aguilera, C., Gern, R. M. M, Silveira, M. L. L., Wisbeck, E.,
Furlan, S. A. (2014). Antitumor activity of Pleurotus ostreatus polysaccharide fractions on
Ehrlich tumor and Sarcoma 180. International Journal of Biological Macromolecules, 68, 72-
77.

Zhang, Y., Li, Q., Shu, Y., Wang, H., Zheng, Z., Wang, J., Wang, K. (2015). Induction of
apoptosis in S180 tumour bearing mice by polysaccharide from Lentinus edodes via
mitochondria apoptotic pathway. Journal of Functional Foods, 15, 151-159.

Finimundy, T. C., Scola, G., Scariot, F. J., Dillon, A. J., Moura, S., Echeverrigaray, S., Roesch-
Ely, M. (2018). Extrinsic and intrinsic apoptotic responses induced by shiitake culinary-
medicinal mushroom Lentinus edodes (Agaricomycetes) aqueous extract against a larynx
carcinoma cell line. International Journal of Medicinal Mushrooms, 20(1), 31-46.

Zhang, Y., Ma, G., Fang, L., Wang, L., Xie, J. (2014). The immunostimulatory and anti-tumor
activities of polysaccharide from Agaricus bisporus (brown). Journal of Food and Nutrition
Research, 2(3), 122-126.

Smiderle, F. R., Ruthes, A. C., van Arkel, J., Chanput, W., lacomini, M., Wichers, H. J., Van
Griensven, L. J. (2011). Polysaccharides from Agaricus bisporus and Agaricus brasiliensis



370 Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

show similarities in their structures and their immunomodulatory effects on human monocytic
THP-1 cells. BMC Complementary and Alternative Medicine, 11(1), 1-11.

Pires, A. D. R. A, Ruthes, A. C., Cadena, S. M. S. C., lacomini, M. (2017). Cytotoxic effect of
a mannogalactoglucan extracted from Agaricus bisporus on HepG2 cells. Carbohydrate
polymers, 170, 33-42.

Poyraz, B., Giines, H., Bahar, T. U. L., Sermenli, H. B. (2015). Antibacterial and antitumor
activity of crude methanolic extracts from various macrofungi species. Research Journal of
Biology Sciences, 8(1), 5-10.

Song, F. Q., Liu, Y., Kong, X. S., Chang, W., Song, G. (2013). Progress on understanding the
anticancer mechanisms of medicinal mushroom: Inonotus obliquus. Asian Pacific Journal of
Cancer Prevention, 14(3), 1571-1578.

Col B., Balc1 E., Giines H., Alli1 H. (2017). Schizophyllum commune Fr. tiiriinden misel eldesi,
molekiiler tanimlanmasi ve antitiimor etkisinin arastirilmast: Siileyman Demirel University
Journal of Natural and Applied Sciences,21(2) 586-591.

Kosani¢, M., Rankovi¢, B., Ran¢i¢, A., Stanojkovi¢, T. (2016). Evaluation of metal
concentration and antioxidant, antimicrobial, and anticancer potentials of two edible
mushrooms Lactarius deliciosus and Macrolepiota procera. Journal of Food and Drug
Analysis, 24(3), 477-484.

Xu, T., B Beelman, R.., D Lambert, J. (2012). The cancer preventive effects of edible
mushrooms. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry (Formerly Current Medicinal
Chemistry-Anti-Cancer Agents), 12(10), 1255-1263.

Mei, Y., Zhu, H., Hu, Q., Liu, Y., Zhao, S., Peng, N., Liang, Y. (2015). A novel polysaccharide
from mycelia of cultured Phellinus linteus displays antitumor activity through
apoptosis. Carbohydrate Polymers, 124, 90-97.

Lu, T.L.,Huang, G.J.,Lu, T.J.,Wu, J. B.,, Wu, C. H,, Yang, T. C., Chen, Y. F. (2009). Hispolon
from Phellinus linteus has antiproliferative effects via MDM2-recruited ERK1/2 activity in
breast and bladder cancer cells. Food and Chemical Toxicology, 47(8), 2013-2021.

Huang, H. Y., Chieh, S. Y., Tso, T. K., Chien, T. Y., Lin, H. T., Tsai, Y. C. (2011). Orally
administered mycelial culture of Phellinus linteus exhibits antitumor effects in hepatoma cell-
bearing mice. Journal of Ethnopharmacology, 133(2), 460-466.

Pei, J. J., Wang, Z. B., Ma, H. L., Yan, J. K. (2015). Structural features and antitumor activity
of a novel polysaccharide from alkaline extract of Phellinus linteus mycelia. Carbohydrate
Polymers, 115, 472-477.

Delmanto, R. D., de Lima, P. L. A., Sugui, M. M., da Eira, A. F., Salvadori, D. M. F., Speit, G.,
Ribeiro, L. R. (2001). Antimutagenic effect of Agaricus blazei Murrill mushroom on the
genotoxicity induced by cyclophosphamide. Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis, 496(1-2), 15-21.

Niu, Y. C., Liu, J. C., Zhao, X. M., Wu, X. X. (2008). A low molecular weight polysaccharide
isolated from Agaricus blazei suppresses tumor growth and angiogenesis in vivo. Oncology
Reports, 21(1), 145-152.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 371

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74,

75.

76.

77.

78.

79.

Matsushita, Y., Furutani, Y., Matsuoka, R., Furukawa, T. (2018). Hot water extract of Agaricus
blazei Murrill specifically inhibits growth and induces apoptosis in human pancreatic cancer
cells. BMC Complementary and Alternative Medicine, 18(1), 1-11.

Masuda, Y., Inoue, M., Miyata, A., Mizuno, S., Nanba, H. (2009). Maitake $-glucan enhances
therapeutic effect and reduces myelosupression and nephrotoxicity of cisplatin in
mice. International Immunopharmacology, 9(5), 620-626.

Alonso, E. N., Orozco, M., Nieto, A. E., Balogh, G. A. (2013). Genes related to suppression of
malignant phenotype induced by Maitake D-Fraction in breast cancer cells. Journal of
Medicinal Food, 16(7), 602-617.

He, Y., Li, X,, Hao, C., Zeng, P., Zhang, M., Liu, Y., Zhang, L. (2018). Grifola frondosa
polysaccharide: a review of antitumor and other biological activity studies in China. Discovery
Medicine, 25(138), 159-176.

Roca-Lema, D., Martinez-Iglesias, O., de Ana Portela, C. F., Rodriguez-Blanco, A., Valladares-
Ayerbes, M., Diaz-Diaz, A., Figueroa, A. (2019). In vitro anti-proliferative and anti-invasive
effect of polysaccharide-rich extracts from Trametes versicolor and Grifola frondosa in colon
cancer cells. International Journal of Medical Sciences, 16(2), 231.

Chang, H. H., Hsieh, K. Y., Yeh, C. H., Tu, Y. P., Sheu, F. (2010). Oral administration of an
Enoki mushroom protein FVE activates innate and adaptive immunity and induces anti-tumor
activity against murine hepatocellular carcinoma. International Immunopharmacology, 10(2),
239-246.

Krasnopolskaya, L. M., Shuktueva, M. I., Avtonomova, A. V., Yarina, M. S., Dzhavakhyan, B.
R., Isakova, E. B., Bukhman, V. M. (2016). Antitumor and antioxidant properties of water-
soluble polysaccharides from submerged mycelium of Flammulina velutipes. Antibiotiki i
khimioterapiia= Antibiotics and Chemoterapy, 61(11-12), 16-20.

Latha, K., Baskar, R. (2014). Comparative study on the production, purification and
characterization of exopolysaccharides from oyster mushrooms, Pleurotus florida and
Hypsizygus ulmarius and their applications. In Proceedings of 8th International Conference on
Mushroom Biology and Mushroom Products (ICMBMP8), 1&11, 192-198.

Phaniendra, A., Jestadi, D. B., Periyasamy, L. (2015). Free radicals: properties, sources, targets,
and their implication in various diseases. Indian Journal of Clinical Biochemistry, 30(1), 11-26.

Nimse, S. B., Pal, D. (2015). Free radicals, natural antioxidants, and their reaction
mechanisms. The Royal Society of Chemistry Advances, 5(35), 27986-28006.

Hochmann, M. (1988). Les annotations marginales de Federico Zuccaro a un exemplaire des
«Vies» de Vasari. La réaction anti-vasarienne a la fin du XVTe siécle. Revue de I'Art, 80(1), 64-
71.

Botterweck, A. A. M., Verhagen, H., Goldbohm, R. A., Kleinjans, J., Van den Brandt, P. A.
(2000). Intake of butylated hydroxyanisole and butylated hydroxytoluene and stomach cancer
risk: results from analyses in the Netherlands cohort study. Food and Chemical
Toxicology, 38(7), 599-605.



372 Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Babu, D. R., Rao, G. N. (2013). Antioxidant properties and electrochemical behavior of
cultivated commercial Indian edible mushrooms. Journal of Food Science and
Technology, 50(2), 301-308.

Atila, F., Tuzel, Y., Fernandez, J. A., Cano, A. F., Sen, F. (2018). The effect of some agro—
industrial wastes on yield, nutritional characteristics and antioxidant activities of Hericium
erinaceus isolates. Scientia Horticulturae, 238, 246-254.

Gasecka, M., Siwulski, M., Magdziak, Z., Budzynska, S., Stuper-Szablewska, K., Niedzielski,
P., Mleczek, M. (2020). The effect of drying temperature on bioactive compounds and
antioxidant activity of Leccinum scabrum (Bull.) Gray and Hericium erinaceus (Bull.)
Pers. Journal of Food Science and Technology, 57(2), 513-525.

Coté, J., Caillet, S., Doyon, G., Sylvain, J. F., Lacroix, M. (2010). Analyzing cranberry bioactive
compounds. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 50(9), 872-888.

Palacios, I., Lozano, M., Moro, C., D’arrigo, M., Rostagno, M. A., Martinez, J. A., Villares, A.
(2011). Antioxidant properties of phenolic compounds occurring in edible mushrooms. Food
Chemistry, 128(3), 674-678.

Wong, K. H., Sabaratnam, V., Abdullah, N., Kuppusamy, U. R., Naidu, M. (2009). Effects of
cultivation techniques and processing on antimicrobial and antioxidant activities of Hericium
erinaceus (Bull.: Fr.) Pers. extracts. Food Technology and Biotechnology, 47(1), 47-55.

Atila, F. (2019). Comparative evaluation of the antioxidant potential of Hericium erinaceus,
Hericium americanum and Hericium coralloides. Acta Scientiarum Polonorum. Hortorum
Cultus, 18(6), 97-106.

Woldegiorgis, A. Z., Abate, D., Haki, G. D., Ziegler, G. R. (2014). Antioxidant property of
edible mushrooms collected from Ethiopia. Food Chemistry, 157, 30-36.

Rajasekaran, M., Kalaimagal, C. (2011). In vitro antioxidant activity of ethanolic extract of a
medicinal mushroom, Ganoderma lucidum. Journal of Pharmaceutical Sciences and
Research, 3(9), 1427.

Kozarski, M., Klaus, A., Niksic, M., Jakovljevic, D., Helsper, J. P., Van Griensven, L. J. (2011).
Antioxidative and immunomodulating activities of polysaccharide extracts of the medicinal
mushrooms Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis, Ganoderma lucidum and Phellinus
linteus. Food chemistry, 129(4), 1667-1675.

Abdullah, N., Ismail, S. M., Aminudin, N., Shuib, A. S., Lau, B. F. (2012). Evaluation of
selected culinary-medicinal mushrooms for antioxidant and ACE inhibitory
activities. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2012, 1-12.

Fasoranti, O., Ogidi, C. O., Oyetayo, V. O. (2019). Nutrient contents and antioxidant properties
of Pleurotus spp. cultivated on substrate fortified with Selenium. Current Research
Environmentaland Applied Mycology, 9, 66-76.

Jayakumar, T., Ramesh, E., Geraldine, P. (2006). Antioxidant activity of the oyster mushroom,
Pleurotus ostreatus, on CCl4-induced liver injury in rats. Food and Chemical
Toxicology, 44(12), 1989-1996.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 373

93. Jayakumar, T., Sakthivel, M., Thomas, P. A., Geraldine, P. (2008). Pleurotus ostreatus, an
oyster mushroom, decreases the oxidative stress induced by carbon tetrachloride in rat kidneys,
heart and brain. Chemico-Biological Interactions, 176(2-3), 108-120.

94. Nada, S. A., Omara, E. A., Abdel-Salam, O. M., Zahran, H. G. (2010). Mushroom insoluble
polysaccharides prevent carbon tetrachloride-induced hepatotoxicity in rat. Food and Chemical
Toxicology, 48(11), 3184-3188.

95. Liu, J., Jia, L., Kan, J., Jin, C. H. (2013). In vitro and in vivo antioxidant activity of ethanolic
extract of white button mushroom (Agaricus bisporus). Food and Chemical Toxicology, 51,
310-316.

96. Xu, W. W., Li, B,, Lai, E. T. C., Chen, L., Huang, J. J. H., Cheung, A. L. M., Cheung, P. C. K.
(2014). Water extract from Pleurotus pulmonarius with antioxidant activity exerts in vivo
chemoprophylaxis and chemosensitization for liver cancer. Nutrition and Cancer, 66(6), 989-
998.

97. Meng, F., Zhou, B., Lin, R., Jia, L., Liu, X., Deng, P., Zhang, J. (2010). Extraction optimization
and in vivo antioxidant activities of exopolysaccharide by Morchella esculenta SO-
01. Bioresource Technology, 101(12), 4564-4569.

98. Jayakumar, T., Thomas, P. A., Sheu, J. R., & Geraldine, P. (2011). In-vitro and in-vivo
antioxidant effects of the oyster mushroom Pleurotus ostreatus. Food Research
International, 44(4), 851-861.

99. You, R., Wang, K., Liu, J., Liu, M., Luo, L., Zhang, Y. (2011). A comparison study between
different molecular weight polysaccharides derived from Lentinus edodes and their antioxidant
activities in vivo. Pharmaceutical Biology, 49(12), 1298-1305.

100. Yan, J. K., Wang, Y. Y., Ma, H. L., Wang, Z. B., Pei, J. J. (2016). Structural characteristics
and antioxidant activity in vivo of a polysaccharide isolated from Phellinus linteus
myecelia. Journal of the Taiwan Institute of Chemical Engineers, 65, 110-117.

101. Barros, L., Calhelha, R. C., Vaz, J. A, Ferreira, I. C., Baptista, P., Estevinho, L. M. (2007).
Antimicrobial activity and bioactive compounds of Portuguese wild edible mushrooms
methanolic extracts. European Food Research and Technology, 225(2), 151-156.

102. Skalicka-Wozniak, K., Szypowski, J., Los, R., Siwulski, M., Sobieralski, K., Glowniak, K.,
Malm, A. (2012). Evaluation of polysaccharides content in fruit bodies and their antimicrobial
activity of four Ganoderma lucidum (W Curt.: Fr.) P. Karst. strains cultivated on different wood
type substrates. Acta Societatis Botanicorum Poloniae, 81(1).

103. Tamilselvan, N., Rajesh, K. (2019). Antimicrobial efficacy of medicinal mushroom
Ganoderma lucidum, International Journal of Trend in Scientific Research and Development,
5(1), 1798-1800.

104. Ramesh, C. H., Pattar, M. G. (2010). Antimicrobial properties, antioxidant activity and
bioactive compounds from six wild edible mushrooms of western ghats of Karnataka,
India. Pharmacognosy Research, 2(2), 107-112.

105. Getha, K., Hatsu, M., Wong, H. J., Lee, S. S. (2009). Submerged cultivation of basidiomycete
fungi associated with root diseases for production of valuable bioactive metabolites. Journal of
Tropical Forest Science, (21)1, 1-7.



374  Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

106. Suseem, S. R., Saral, A. M. (2013). Analysis on essential fatty acid esters of mushroom
pleurotus eous and its antibacterial activity. Asian Journal of Pharmaceutical Clinical
Research, 6(1), 188-91.

107. Kosani¢, M., Rankovi¢, B., Dasi¢, M. (2012). Mushrooms as possible antioxidant and
antimicrobial agents. Iranian Journal of Pharmaceutical Research, 11(4), 1095-1102.

108. Moglad, E. H., Saadabi, A. M. (2012). Screening of antimicrobial activity of wild mushrooms
from Khartoum State of Sudan. Microbiology Journal, 2(2), 64-69.

109. Hussein, A. R., Ali, E. M., Hamid, E. (2018). Antibacterial activity of alcoholic and aqueous
extracts of Agaricus bisporus against food borne bacterial pathogens. Al-Nahrain Journal of
Science, 21(1), 111-114.

110. Wagas, H. M., Akbar, M., Khalil, T., Ishfag, M., Aslam, N., Chohan, S. A., Igbal, M. S.
(2018). Identification of natural antifungal constituents from Agaricus Bisporus (Je Lange)
Imbach. Applied Ecology and Environmental Research, 16(6), 7937-7951.

111. Casaril, K. B. P. B., Kasuya, M. C. M., Vanetti, M. C. D. (2011). Antimicrobial activity and
mineral composition of shiitake mushrooms cultivated on agricultural waste. Brazilian Archives
of Biology and Technology, 54(5), 991-1002.

112. Heleno, S. A., Barros, L., Martins, A., Morales, P., Fernandez-Ruiz, V., Glamoclija, J.,
Ferreira, 1. C. (2015). Nutritional value, bioactive compounds, antimicrobial activity and
bioaccessibility  studies with wild edible mushrooms. LWT-Food Science and
Technology, 63(2), 799-806.

113. Chowdhury, M. M. H., Kubra, K., Ahmed, S. R. (2015). Screening of antimicrobial,
antioxidant properties and bioactive compounds of some edible mushrooms cultivated in
Bangladesh. Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials, 14(1), 8.

114. Stanley, H. O., Onwuna, D. B., Ughoma, C. J. (2018). The antimicrobial activity of sclerotia
of Pleurotus tuberregium (Osu) on some clinical isolates. Journal of Advances in Microbiology,
(8)4:1-4.

115. Al-Fageeh, L. A. S., Naser, R., SR., K., Khan, S. W. (2019). TLC and FTIR analyses of
Hypsizygus ulmarius (Bull.) fruiting bodies. International Journal of Pharmacy and
Pharmaceutical Research, 17, 61-71.

116. Dong, Y., Zhang, J., Gao, Z., Zhao, H., Sun, G., Wang, X., Jia, L. (2019). Characterization
and anti-hyperlipidemia effects of enzymatic residue polysaccharides from Pleurotus
ostreatus. International Journal of Biological Macromolecules, 129, 316-325.

117. Nwobi, N. L., Usiobeigbe, O. S., Osaro, R. O., Nwobi, J. C. (2019). Ameliorative effect of
Pleurotus ostreatus on lipid levels and atherogenic indices in hyperlipidemic rats. Asian Journal
of Research in Medical and Pharmaceutical Sciences,(8)3-4, 1-6.

118. Piskov, S., Timchenko, L., Grimm, W. D., Rzhepakovsky, I., Avanesyan, S., Sizonenko, M.,
Kurchenko, V. (2020). Effects of various drying methods on some physico-chemical properties
and the antioxidant profile and ACE inhibition activity of oyster mushrooms (Pleurotus
ostreatus). Foods, 9(2):160, 1-26.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 375

119. Anandbhi, R., Annadurai, T., Anitha, T. S., Muralidharan, A. R., Najmunnisha, K., Nachiappan,
V., Geraldine, P. (2013). Antihypercholesterolemic and antioxidative effects of an extract of the
oyster mushroom, Pleurotus ostreatus, and its major constituent, chrysin, in Triton WR-1339-
induced hypercholesterolemic rats. Journal of Physiology and Biochemistry, 69(2), 313-323.

120. Jeong, S. C., Jeong, Y. T., Yang, B. K., Islam, R., Koyyalamudi, S. R., Pang, G., Song, C. H.
(2010). White button mushroom (Agaricus bisporus) lowers blood glucose and cholesterol
levels in diabetic and hypercholesterolemic rats. Nutrition Research, 30(1), 49-56.

121. Priya, G., Chellaram, C. (2011). In vivo Anti-hyperlipidemic effects of edible mushroom,
Agaricus bisporus. Advanced Biotechnology, 10(7), 38-40.

122. Balakrishnan, P., Loganayagi, C. T. (2018). Antihyperglycemic activity of Agaricus bisporus
mushroom extracts on alloxan induced diabetic rats. International Journal of Pharma Research
Health Science, 6(2), 2475-79.

123. Kata, K., Kryczyk-Poprawa, A., Rzewinska, A., Muszynska, B. (2020). Fruiting bodies of
selected edible mushrooms as a potential source of lovastatin. European Food Research and
Technology, 246(4), 713-722.

124. Chen, J.,, Mao, D., Yong, Y., Li, J., Wei, H., Lu, L. (2012). Hepatoprotective and
hypolipidemic effects of water-soluble polysaccharidic extract of Pleurotus eryngii. Food
Chemistry, 130(3), 687-694.

125. Chen, L., Zhang, Y., Sha, O., Xu, W., Wang, S. (2016). Hypolipidaemic and hypoglycaemic
activities of polysaccharide from Pleurotus eryngii in Kunming mice. International Journal of
Biological Macromolecules, 93, 1206-1209.

126. Xu, N., Ren, Z., Zhang, J., Song, X., Gao, Z., Jing, H., Jia, L. (2017). Antioxidant and anti-
hyperlipidemic effects of mycelia zinc polysaccharides by Pleurotus eryngii var.
tuoliensis. International Journal of Biological Macromolecules, 95, 204-214.

127. Zhang, C., Li, J., Wang, J., Song, X., Zhang, J., Wu, S., Jia, L. (2017). Antihyperlipidaemic
and hepatoprotective activities of acidic and enzymatic hydrolysis exopolysaccharides from
Pleurotus eryngii SI-04. BMC Complementary and Alternative Medicine, 17(1), 1-11.

128. Zhang, C., Zhang, L., Liu, H., Zhang, J., Hu, C., Jia, L. (2018). Antioxidation, anti-
hyperglycaemia and renoprotective effects of extracellular polysaccharides from Pleurotus
eryngii SI-04. International Journal of Biological Macromolecules, 111, 219-228.

129. Sarker, M.M.R. (2015). Antihyperglycemic, insulin-sensitivity and anti-hyperlipidemic
potential of Ganoderma lucidum, a dietary mushroom, on alloxan-and glucocorticoid-induced
diabetic Long-Evans rats. Functional Foods in Health and Disease, 5(12), 450-466.

130. Meneses, M. E., Martinez-Carrera, D., Torres, N., Sanchez-Tapia, M., Aguilar-Lopez, M.,
Morales, P., Tovar, A.R.(2016). Hypocholesterolemic properties and prebiotic effects of
Mexican Ganoderma lucidum in C57BL/6 mice. PloS one, 11(7): e0159631.

131. Xu, Y., Zhang, X., Yan, X. H., Zhang, J. L., Wang, L. Y., Xue, H., Liu, X. J. (2019).
Characterization, hypolipidemic and antioxidant activities of degraded polysaccharides from
Ganoderma lucidum. International Journal of Biological Macromolecules, 135, 706-716.



376  Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

132. Li, L., Xu, J. X, Cao, Y. J., Lin, Y. C., Guo, W. L., Liu, J. Y., Rao, P. F. (2019). Preparation
of Ganoderma lucidum polysaccharide-chromium (l11) complex and its hypoglycemic and
hypolipidemic activities in high-fat and high-fructose diet-induced pre-diabetic
mice. International Journal of Biological Macromolecules, 140, 782-793.

133. Wang, L., Xu, N., Zhang, J., Zhao, H., Lin, L., Jia, S., Jia, L. (2015). Antihyperlipidemic and
hepatoprotective activities of residue polysaccharide from Cordyceps militaris SU-
12. Carbohydrate Polymers, 131, 355-362.

134. Liu,R.M,, Dai, R., Luo, Y., Xiao, J. H. (2019). Glucose-lowering and hypolipidemic activities
of polysaccharides from Cordyceps taii in streptozotocin-induced diabetic mice. BMC
Complementary and Alternative Medicine, 19(1), 230.

135. Yoon, K. N., Alam, N., Lee, J. S., Cho, H. J., Kim, H. Y., Shim, M. J., Lee, T. S. (2011).
Antihyperlipidemic effect of dietary Lentinus edodes on plasma, feces and hepatic tissues in
hypercholesterolemic rats. Mycobiology, 39(2), 96-102.

136. Yang, H., Hwang, 1., Kim, S., Hong, E. J., Jeung, E. B. (2013). Lentinus edodes promotes fat
removal in hypercholesterolemic mice. Experimental and Therapeutic Medicine, 6(6), 1409-
1413.

137. Zhang, Y., Hu, T., Zhou, H., Zhang, Y., Jin, G., Yang, Y. (2016). Antidiabetic effect of
polysaccharides from Pleurotus ostreatus in streptozotocin-induced diabetic rats. International
Journal of Biological Macromolecules, 83, 126-132.

138. Pandimeena, M., Prabu, M., Sumathy, R., Kumuthakalavalli, R. (2015). Evaluation of
phytochemicals and in vitro anti-inflammatory, anti-diabetic activity of the white oyster
mushroom, Pleurotus florida. International Research Journal of Pharmaceuticaland Applied
Science, 5, 16-21.

139. Khatun, S., Islam, A., Guler, P., Cakilcioglu, U., Chatterjee, N. C. (2013). Hypoglycemic
activity of a dietary mushroom Pleurotus florida on alloxan induced diabetic rats. Biological
Diversity Conservation., 6, 91-96.

140. Balaji, P., Madhanraj, R., Rameshkumar, K., Veeramanikandan, V., Eyini, M., Arun, A.,
Mahmoud, A. H. (2020). Evaluation of antidiabetic activity of Pleurotus pulmonarius against
streptozotocin-nicotinamide induced diabetic wistar albino rats. Saudi Journal of Biological
Sciences, 27(3), 913-924.

141. Ng, S. H., Zain, M., Shazwan, M., Zakaria, F., Ishak, W., Rosli, W., Nizam, W. A. (2015).
Hypoglycemic and antidiabetic effect of Pleurotus sajor-caju aqueous extract in normal and
streptozotocin-induced diabetic rats. BioMed Research International, 2015, Article ID 214918

142. Etewa, R. L., Mohamed, H. (2010). Hypoglycemic effect of button (Agaricus bisporus) and
oyster (pleurotus ostreatus) mushrooms on streptozotocin induced diabetic mice. Biohealth
Science Bulletin, 2(2), 48-51.

143. Kumar, P. M. R., Kumar, M. S., Manivel, A., Mohan, S. C. (2018). Structural Characterization
and  Anti-Diabetic  Activity of  Polysaccharides  from  Agaricus  bisporus
Mushroom. Phytochemistry, 12(1), 14-20.

144, Zaid, O. A. A, Sonbaty, S. E., Neama, M. A. Anti-diabetic activity of Agaricus bisporus: A
biochemical and pathological study. International Journal of Pharma Science, 7(2), 1740-1745.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021 Oztiirk ve Atila 377

145. Balakrishnan, P., Loganayagi, C. T. (2018). Antihyperglycemic activity of Agaricus bisporus
mushroom extracts on alloxan induced diabetic rats. International Journal of Pharma Research
and Health Science, 6(2), 2475-2479.

146. Kim, H. M., Kang, J. S., Kim, J. Y., Park, S. K., Kim, H. S, Lee, Y. J., Han, S. B. (2010).
Evaluation of antidiabetic activity of polysaccharide isolated from Phellinus linteus in non-
obese diabetic mouse. International Immunopharmacology, 10(1), 72-78.

147. Zhang, L., Liu, Y., Ke, Y., Liu, Y., Luo, X., Li, C., Hu, B. (2018). Antidiabetic activity of
polysaccharides from Suillellus luridus in streptozotocin-induced diabetic mice. International
Journal of Biological Macromolecules, 119, 134-140.

148. Stojkovic, D., Smiljkovic, M., Ciric, A., Glamoclija, J., Van Griensven, L., Ferreira, 1. C.,
Sokovic, M. (2019). An insight into antidiabetic properties of six medicinal and edible
mushrooms: Inhibition of a-amylase and a-glucosidase linked to type-2 diabetes. South African
Journal of Botany, 120, 100-103.

149. Vincent, M., Philippe, E., Everard, A., Kassis, N., Rouch, C., Denom, J., Migrenne, S. (2013).
Dietary supplementation with Agaricus blazei Murill extract prevents diet-induced obesity and
insulin resistance in rats. Obesity, 21(3), 553-561.

150. Chen, L., Zhang, Y., Sha, O., Xu, W., Wang, S. (2016). Hypolipidaemic and hypoglycaemic
activities of polysaccharide from Pleurotus eryngii in Kunming mice. International Journal of
Biological Macromolecules, 93, 1206-12009.

151. Oluba, O. M., Onyeneke, E. C., Ojieh, G. C., Idonije, B.O. (2010). Evaluation of the
hypoglycemic effect of aqueous extract of Ganoderma lucidum on STZ-induced diabetic wistar
rats. Annals of Biological Research, 1(3), 41-49.

152. Ma, H. T., Hsieh, J. F., Chen, S. T. (2015). Anti-diabetic effects of Ganoderma
lucidum. Phytochemistry, 114, 109-113.

153. Xiao, C., Wu, Q., Zhang, J., Xie, Y., Cai, W., Tan, J. (2017). Antidiabetic activity of
Ganoderma lucidum polysaccharides F31 down-regulated hepatic glucose regulatory enzymes
in diabetic mice. Journal of Ethnopharmacology, 196, 47-57.

154. Guo, W. L., Shi, F. F., Li, L., Xu, J. X., Chen, M., Wu, L., Zhang, Y. Y. (2019). Preparation
of a novel Grifola frondosa polysaccharide-chromium (111) complex and its hypoglycemic and
hypolipidemic activities in high fat diet and streptozotocin-induced diabetic mice. International
Journal of Biological Macromolecules, 131, 81-88.

155. Kou, L., Du, M., Liu, P., Zhang, B., Zhang, Y., Yang, P., Wang, X. (2019). Anti-diabetic and
anti-nephritic activities of Grifola frondosa mycelium polysaccharides in diet-streptozotocin-
induced diabetic rats via modulation on oxidative stress. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 187(1), 310-322.

156. Chen, Y., Liu, Y., Sarker, M. M. R,, Yan, X,, Yang, C., Zhao, L., Zhao, C. (2018). Structural
characterization and antidiabetic potential of a novel heteropolysaccharide from Grifola
frondosa via IRS1/PI13K-JNK signaling pathways. Carbohydrate Polymers, 198, 452-461.



378  Oztiirk ve Atila Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 344-378, 2021

157. Meera, K. S., Sudha, G., Rajathi, K., Manjusha, G. V. (2011). Antidiabetic effect of aqueous
extract of Hypsizygus ulmarius on Streptozotocin-Nicotiinamide induced diabetic rats. Asian
Journal of Pharmaceutical and Biological Research, 1(2),151-157.



Ankara Ecz. Fak. Derg. / J. Fac. Pharm. Ankara, 45(2): 379-399, 2021 xg?
Doi: 10.33483/jfpau.796831

DERLEME MAKALE / REVIEW ARTICLE

PULMONER ARTERIYEL HiPERTANSIYON TEDAVISINDE
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Amag: Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip kronik bir
hastaliktir. PAH i¢in uygulanan tedavi stratejileri hastalarin yasam kalitesinin iyilesmesini saglamakla birlikte,
hastalarin biiyiik ¢ogunlugu i¢in PAH, tedavi olasiligi olmayan hayati simirlayan bir hastalik olmaya devam
etmektedir. Mevcut PAH tedavisinde karsilasilan en dnemli sorunlar hasta uyuncunun diisiik olmasi ve yan
etkilerin goriilmesidir. Bu derlemede, PAH tedavisinde rhoA/rho kinaz, tirozin kinaz, endotel progenitor
hiicreleri, vazoaktif bagirsak peptiti ve miRNA gibi ¢esitli yeni molekiiler yolaklarin potansiyeli tartisilmigtir.
Ayrica, tedavide kullanilmak iizere onaylanmis ve inceleme asamasinda olan etkin maddelerin etkinligini
artirmak icin hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemlerin kullanimina yonelik ¢esitli yontemler degerlendirilmistir.

Sonug ve Tartisma: PAH, pulmoner vaskiiler direncin artmasi ve sonunda sag kalp yetmezligi ve oliimle
sonuglanan ilerleyici pulmoner vaskiiler fonksiyonel ve yapisal degisikliklerle karakterize kronik bir hastaliktir.
PAH patofizyolojisinden sorumlu hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgilerin artmasi PAH
tedavisinde yeni terapétik yaklagimlarin olusmasini saglamistir. Bu yaklasimlar arasinda rhoA/rho kinaz,
tirozin kinaz, endotel progenitor hiicreleri, vazoaktif bagirsak peptiti ve miRNA gibi ¢esitli yeni molekiiler
yolaklarin kullanimi yer almaktadwr. Ayrica, PAH tedavisinde ila¢ tasiyici sistemlerin kullanmimi etkin
maddelerin lokal olarak etki bolgesine hedeflendirilmesini saglayarak optimum etkinin elde edilmesi ve yan etki
goriilme potansiyelinin azaltilmast agisindan umut verici olmugtur.

Anahtar Kelimeler: Hedeflendirilmis tedavi, ila¢ tasiyict sistemler, pulmoner arteriyel hipertansiyon,
tedavi stratejileri

ABSTRACT

Obijective: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a cronic disease with high morbidity and mortality.
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Although the applied treatment strategies provide an improvement in the quality of life of the patients, PAH
continues to be a life-limiting disease for most patients, without the possibility of treatment. The most important
problems encountered in the current therapies for PAH are patient incompliance and off-target side effects. In
this review, the potential of various new molecular pathways such as rhoA/rho kinase, tyrosine kinase,
endothelial progenitor cells, vasoactive intestinal peptide and miRNA are discussed in the treatment of PAH. In
addition, various methods for the use of targeted drug delivery systems have been evaluated to improve the
efficacy of approved and investigational drugs.

Result and Discussion: PAH is a cronic disease characterized by increased pulmonary vascular
resistance and progressive pulmonary vascular functional and structural changes that eventually result in right
heart failure and death. Increasing knowledge about the cellular and molecular mechanisms responsible for
PAH pathophysiology has led to the emergence of new therapeutic approaches for PAH treatment. These
approaches include the use of various new molecular pathways such as rhoA/rho kinase, tyrosine kinase,
endothelial progenitor cells, vasoactive intestinal peptide, and miRNA. Furthermore, the use of drug delivery
systems in the treatment of PAH has been promising in terms of achieving the optimum effect and reducing the
potential for side effects by ensuring that the active substances are targeted locally to the effect area.

Keywords: Drug delivery systems, pulmonary arterial hypertension, targeted therapy, treatment
strategies

GIRIS

Pulmoner hipertansiyon (PH), pulmoner basincin progresif yiikselmesi ile iliskili hayat1 tehdit
eden kardiyopulmoner bir hastaliktir. PH’a neden olan ¢ok sayida etiyoloji hastaligin tedavisini ve
prognozunu etkilemektedir. Uluslararas: standartlar icin Diinya Saghk Orgiitii (DSO), 1973 yilinda
hastaligin nedenine bagli olarak PH tanisi i¢in bir siniflandirma yapmustir [1]. PH i¢in ilk tan1 ve tedavi
kilavuzu 1998 yilinda yaymlanmistir. En son giincellenen siniflama ve kilavuz ise 2015 yilinda
yaymlanmistir. Bu kilavuz Tiirk Kardiyoloji Dernegi tarafindan dilimize ¢evrilmistir.

Birden fazla klinik durumu igerebilecek PH, dinlenme konumunda sag kalp kateterizasyonu ile
degerlendirilen ortalama pulmoner arter basincinda >25 mmHg'lik artis seklinde tanimlanan kalp ve
damar hastaliklarinin ve solunum hastaliklarinin ¢ogunu daha da karmagsik hale getirebilecek
hemodinamik ve fizyopatolojik bir durumdur [2].

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), PH nun hizli ilerleyen ve yasam tehdit edici bir alt
grubudur [3]. PAH; endotel disfonksiyonu, intima ve diiz kas hiicre ¢ogalmasi ile karakterizedir.
Pulmoner vaskiiler direncin ve basincin progresif olarak artmasi sag ventrikiil performansim

diistirmekte, sonrasinda sag kalp yetmezligi ve 6liim ile sonuglanmaktadir.

Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon

Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH), kiigiik pulmoner arterlerde pulmoner vaskiiler yeniden
sekillenme, artmis pulmoner arteriyel basing ve pulmoner vaskiiler direng ile karakterize bir hastaliktir
[4]. Saglikli bireylerde sag ventrikiil kirli kani oksijenlenmesi i¢in pulmoner arterler araciligiyla
akcigerlere pompalamakta, ancak hastalik gelistiginde bu damarlarda daralma gergeklesmektedir.

Bunun sonucunda damarlara kan pompalayan sag ventrikiil zorlanmakta ve genislemektedir. PAH da
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pulmoner vaskiiler direncin ilerleyici artisi, pulmoner vaskiiler kompliyansin azalmasi ve artan
pulmoner arter basinci sag kalp disfonksiyonu ve 6liim ile sonuglanmaktadir [5].

Hastalik fizyopatolojik olarak vazodilator etkili (prostasiklin, nitrik oksit, vazoaktif intestinal
peptit) ve vazokonstriktor etkili (tromboksan A2, endotelin, serotonin) faktorlerin, biiyiime
inhibitorlerinin ve mitojenik faktorlerin, antitrombotik ve trombotik faktorlerin arasindaki denge
bozuklugundan kaynaklanmaktadir (Sekil 1). Sonug olarak prostasiklin ve nitrik oksit gibi vazodilator

ajanlarin iiretimi azalirken, endotelin gibi vazokonstriktor ajanlarin tiretimi artmaktadir [6].

Nitnk oksit

PGl \ Serotonin
Bradikinin \ Tromboksan
VIP PDGF
Adrenomedulin | \ TGF
VEGF / / Angiotensin II
K+ kanal Sempank sistem
|
- * Hicresel proliferasyon

* Vazokonstriksiyon

Endoteln

Sekil 1. PAH fizyopatolojisinde etkili faktorler

PAH’1n Risk Faktorleri ve Semptomlari
PAH etiyolojisinde ilaglar, toksinler ve enfeksiyonlar rol oynamaktadir. PAH i¢in risk faktorleri
Tablo 1°de verilmistir [2,7].

Tablo 1. PAH risk faktorleri

ilag ve toksinler Demografik ve tibbi durum Hastalhiklar
1. Kesin 1. Kesin 1. Kesin
e Aminorex e  Cinsiyet . HIV enfeksiyonu
e  Fenfluramin
e  Dexfenfluramin
e Toksik kolza yag1
e  Benfluoreks
. Segici serotonin gerialim
inhibitorleri
2. Cok olas1 2. Olast 2. Cok olas1
e Amfetaminler e Gebelik e Portal hipertansiyon/Karaciger hastalig
e  L-triptopan e Sistemik hipertansiyon e  Kollagen vaskiiler hastalik
e  Dasatinib e  Kongenital, sistemik-pulmoner-kardiyak
. Metamfetaminler santlar
3. Olas1 3. Olast
. Kokain e  Tiroid hastaliklart
. Kemoterapotik ajanlar
. Sar1 kantaron
e  Fenilpropanolamin
e Amfetamin benzeri
ilaglar
e Interferon a ve B
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PAH’l1 hastalarda oksijen tasinmasindaki kotlilesme ve kalp debisindeki azalmaya bagh
semptomlar goriilmektedir [8]. PAH’da erken evrede semptomlar olmadig1 gibi, nonspesifik olabilir
veya hastalar asemptomatiktir. Bazi durumlarda ise tan1 konmadan 2 yil 6nce hastalik belirtilerinin
baslayabildigi gozlenmistir [7]. Bu belirtiler dispne, yorgunluk, gii¢siizliik, genel egzersiz intoleransi,
gogiis agrisi, senkop ve abdominal distansiyon olarak sayilabilir. Egzersiz dispnesi hastaligin erken

doneminde diger semptomlara gore daha sik goriilmektedir [8].

PAH’1n Prevelansi

Ortalama pulmoner arter basinci ve pulmoner vaskiiler direngte artma ile karakterize olan PAH,
cogunlukla gen¢ kadinlarda goriilen, gec tan1 konan, yavas ilerleyen ve erken yasta 6liimle sonuglanan
bir hastaliktir. Kadin erkek orani 1.7/1.0’dir. Hastaligin gortildiigii yas sinir1 belirgin olmamakla birlikte
¢ogu olgu 3. ve 4. dekatta goriilmektedir [8].

PAH’1n Patofizyolojisi

PAH'n gelisimi ve ilerlemesi, tek bir patolojik 6zellik ile agiklanamaz. Patolojik olarak PAH,
vaskiiler yeniden sekillenme ve diiz kas hipertrofisine bagli olarak ortaya gikabilecek pulmoner
arterlerin daralmasi nedeniyle gelismektedir. Bu daralma, kalbin pulmoner dolasima yeterli kan
pompalamasini zorlastirmaktadir. Bunun sonucu olarak, sag ventrikiil yiikiiniin artmasina, sag
ventrikiiliin genislemesine, artmig pulmoner vaskiiler dirence (PVR) ve dolagimda oksijen eksikligine

neden olmaktadir.
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PAH ile iligkili 6liimlerin en dnemli nedenlerinden biri sag ventrikiil yetmezligidir [9]. PAH
patogenezinde mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler gibi hastaligin ilerlemesini kolaylagtiran genetik
yatkinliklar ve hipoksi, viriis ve anoreksik ajanlar gibi ileti yolaklarim etkileyen ¢evresel faktorler ile

tetikleyici ajanlar bulunmaktadir (Sekil 2) [10].

PAH’da Klasik Tedavi Yaklasimlari

PAH tedavisinin temel amaci; hipertansiyonun derecesini azaltarak, olumsuz etkilenen sag
ventrikiil fonksiyonlarmi ve fonksiyonel kapasiteyi diizeltmek ve bdylece hastanin yasam kalitesini
artirmak ve iyi bir prognoz saglamaktir [7]. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan oral, inhale,
subkutan ve intravendz yollarla verilen onaylanmis tedaviler prostasiklin, endotelin ve nitrik oksit
yolaklarint hedeflemektedir [4]. Tablo 2°de PAH tedavisi i¢in onaylanmis etkin maddeler yer almaktadir
[11].

Tablo 2. PAH tedavisi i¢in onay almis etkin maddeler

Prostasiklin yolu Endotelin yolu Nitrik oksit yolu
Epoprostenol (iv) Bosentan (oral) Sildenafil (oral)
Iloprost (inh, iv) Ambrisentan (oral) Tadalafil (oral)
Treprostinil (inh, iv, sc, oral) Macitentan (oral) Vardenafil (oral)
Beraprost (oral) Riociguat (oral)
Selexipag (oral)

iv:intravendz, sc:subkutan, inh:inhale

Mevcut tedaviler PAH’lu hastalarin yasam kalitesinin iyilesmesini saglamakla birlikte bazi
eksikliklere sahiptir. Bu eksiklikler agagida 6zetlenmistir.
e Tedavide kullanilan etkin maddeler ¢ok kisa bir yarilanma dmriine sahiptir, bu nedenle ilacin
invazif yolla (intravendz ve subkutan) siirekli inflizyon seklinde uygulanmasi gerekmektedir.
e llaglarm uzun siireli kullanimm takiben ciddi yan etkilere sebep olan hedefleme (segicilik)
eksikligi vardir.
e Hastaligin ilerlemesini etkili bir sekilde engellemek igin iki veya daha fazla yolun hedeflenerek

tedavi edilmesi gerekmektedir [6].

Prostasiklin Yolu

Prostasiklin (PGI2), endotelde ve diiz kasta aragidonik asitten tiiretilen bir prostaglandindir.
Trombosit agregasyonunu inhibe eden PGI2 vazodilator, anti-enflamatuvar, anti-trombotik ve anti-
proliferatif etkilere sahiptir. PAH’da PGI2 seviyesi ve sentezi azalmakta, bu da hastalikta goriilen
vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonuna katkida bulunmaktadir. PAH’da bu eksikligi gidermek
icin tedavide prostasiklin analoglar1 kullanilmaktadir [12]. Prostasiklin analoglar1 olarak epoprostenol
(Veletri®, Flolan®), iloprost, treprostinil, beraprost (Dorner®) ve Aralik 2015°de FDA tarafindan

onaylanan prostaglandin I reseptor agonistlerinden seleksipag (Uptravi®) kullanilmaktadir [5]. Tloprost
y prostag ptor ag pag (Up [5]. Ilop
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(Ventavis®) ve treprostinil (Tyvaso®) inhalasyon ¢ozeltisi olarak onaylanmigtir, buna ek olarak
treprostinil (Remodulin®, Orenitram® uzatilmis salim yapan tabletler) icin oral tablet olarak da
onaylanan preparatlar mevcuttur. Beraprost ise Japonya ve Kore’de kullanim i¢in onaylanmistir [6].

PAH tedavisinde kullanilan prostasiklin analoglarinin bazi kisitlamalar1 Tablo 3’te verilmistir [6].

Tablo 3. Prostasiklin analoglarinin kullanimini kisitlayan faktorler

Epoprostenol Kisa yar1 omiir (3-5 dk)
Asidik pH’da stabil degil
Oral kullanima uygun degil
Treprostinil Inflizyon bélgesinde agr1 ve sertlik
iloprost Yart 6miir 20-25 dk
Giinliik 6-9 inhalasyon
Beraprost Eliminasyon yar1 6mrii 35-40 dk
Seleksipag Zayif ¢oziinmeden dolayi oral biyoyararlanim diigiik

PAH’da prostasiklin analoglariyla tedavide karsilagilan sorunlar ortadan kaldirarak daha etkili
bir tedavi saglamak i¢in ¢esitli galigmalar yapilmustir.

Ishihara ve arkadaglar yaptiklar calismada, beraprost sodyum igeren nanopartikiillerin siirekli
salim Ozelliklerini, hedefleme yeteneklerini ve farmakolojik aktivitelerini incelemislerdir. Beraprost
nanopartikiilleri poli(laktik asit) (PLA) homopolimeri ve monometoksi poli(etilen glikol)-PLA blok
kopolimerleri kullanilarak su i¢inde yag c¢oziicii difiizyon yontemiyle hazirlanmistir. Hazirlanan
nanopartikiiller; partikiil biyiikliigii, ylikleme etkinligi, in vitro salim, PAH’l1 hayvan modellerinde
vaskiiler gecirgenlik, kanda nanopartikiillerin belirlenmesi ve in vivo ortamda nanopartikiillerin birikimi
agisindan degerlendirilmistir. Hasarli pulmoner arterlerde nanopartikiillerin birikimi floresan 6zellikteki
rodamin S iceren nanopartikiiller kullanilarak incelenmistir. Beraprost yiiklii nanopartikiillerin
farmakolojik aktivitelerinin incelemesinde monokrotalin ile indiiklenmis PAH sican modeli ve hipoksi
ile indiiklenmis fare modelleri kullanilmistir. Beraprost, PLA nanopartikiillerine uygun pH kosullarinda
ve demir kloriir varliginda yiiklenmistir. Beraprostun siirekli salim profillerini ve kanda kalis siirelerini
optimize etmek i¢in g¢esitli PEG-PLA ve PLA kombinasyonlar test edilmis ve diisiik molekiil agirlikli
PLA ile hazirlanan nanopartikiillerde daha hizli salim profili ve daha hizli klirens gdzlenmistir.
Monokrotalinle indiiklenmis PAH modelli sicanlara rodamin S nanopartikiillerinin uygulanmasi sonucu
hasarl1 pulmoner arterlerde birikim gozlenmistir ve bu birikimin muhtemelen EPR etkisinin bir sonucu
oldugu diisliniilmektedir. Bu sonuglar intravenodz olarak uygulanan beraprost yiiklii nanopartikiillerin
PAH hastalarinda hasarli arterlere segici olarak iletilebilecegini gostermistir. Intravendz olarak
uygulanan beraprost yiiklii nanopartikiillerin farmakolojik etkisi oral yoldan uygulanan beraprost ile
karsilastirilmistir. Haftada bir kez intravendz beraprost nanopartikiillerinin uygulamasiyla (20 pg
BPS/kg) iyilesme derecesi tek basina beraprostun (100 pg/kg) giinliik oral uygulamasiyla elde edilene
benzer bulunmustur. Bu sonuglar, beraprost nanopartikiillerinin, etkili beraprost dozunun azaltilmasini

ve daha az uygulama sikliginin kullanilmasinit miimkiin kildigini gostermistir [13].
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Leifer ve arkadaslari, treprostinilin 6n ila¢ formunu lipit nanopartikiillere yiikleyerek inhalasyon
yoluyla kullanim i¢in bir formiilasyon tasarlamiglardir. Treprostinilin kisa yar1 omrii nedeniyle oral ve
inhalasyon yoluyla c¢ok sik kullanilmasini engellemek ve akcigerler ve plazmadaki yiiksek ilag
konsantrasyonundan kaynaklanan bazi yan etkilerin Oniine gecebilmek igin bu c¢aligma
gerceklestirilmistir. Oncelikle treprostinilin 6n ilag sekli tasarlanmis ve bu &n ilacin saglikl
hayvanlardan alinan akciger dokularinda treprostinile doniisiimii incelenmistir. Daha sonra, treprostinil
on ilaci etanol enjeksiyon yontemi kullanilarak lipit nanopartikiillere yiiklenmistir. Nanopartikiillerin
hazirlanmasinda lipit olarak skualen, 1,2-dioleil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC) ve kolesterol-PEG
2000 kullanilmistir. Nanopartikiillerin biiyiikliikleri dinamik 151k sac¢ilimi yontemi kullanilarak tayin
edilmis, morfolojileri ise gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile incelenmistir. Yapilan incelemelerde
nanopartikiillerin ortalama 100 nm biiyiikligiinde oldugu bulunmustur. Amfifilik DOPC ve Kolesterol-
PEG 2000’nin nanopartikiil ylizeyinde bulunup stabilizasyonu saglarken, nanopartikiillerin %80’ini
olusturan treprostinil 6n ilacinin ve sukualenin hidrofobik bir ¢ekirdek olusturdugu diistiniilmektedir.
Calisma kapsaminda birgok 6n ilag ve bu 6n ilaglar igeren bircok lipit nanopartikiil olusturulmustur.
Hazirlanan nanopartikiiller pulmoner vazokonstriktif sican modellerinde inhale treprostinil ¢ozeltisi ile
karsilastirilmis ve farmakokinetik verilerin iyilestigi gozlenmistir. Optimum nanopartikiil formiilasyonu
inhale treprostinil ile karsilastirildiginda sigan hipoksisi modelinde pulmoner vazokonstriksiyonda
uzatilmig bir vazodilator etki gozlenmistir [14].

Jain ve arkadaglari, ilag verimliligini artirmak i¢in iloprost i¢in lipozomal nanopartikiiller
sentezlemigler ve fare intrapulmoner arterleri {izerindeki farmakolojik etkinligini degerlendirmislerdir.
Lipozomlar ince film hidrasyon yontemiyle hazirlanmistir. Lipozomlarda katyonik lipidler, stearilamin
veya  1,2-di-(9Z-oktadesenoil)-3-trimetilamonyum-propan ~ (DOTAP)  kullanimi iloprost
enkapsiilasyonunu en az % 50 artirirken, kolesterol ilavesi, iloprost enkapsiilasyonunu azaltmistir.
Hazirlanan iloprost lipozomlari, insan pulmoner arter diiz kas hiicrelerinin canliligini etkilememistir.
Esdeger bir serbest iloprost konsantrasyonu ile karsilastirildiginda, polimer kapli lipozomal
formiilasyonlar fare pulmoner arterlerinde 6nemli dl¢iide artmis vazodilatasyon sergilemistir. Polimer
olarak polietilen glikol kullanilan lipozomlar iginde enkapsiile edilmis olan iloprost, arterlerde
konsantrasyona bagli gevseme gostermistir. Calismanin sonuclar1 katyonik lipozomlarin iloprostu
yiiksek etkinlik ile enkapsiile edebildigini ve terapotik etkinligi iyilestirmek icin potansiyel iloprost
tastyicisi olarak kullanilabileceklerini diislindiirmiistiir [15].

Alwan ve arkadaglari, absorpsiyon i¢in hiz sinirlayici bir adim olarak kabul edilen zayif
¢ozlinlirlik nedeniyle diisilk oral biyoyararlanima sahip seleksipag ile bir calisma yapmuslardir.
Yaptiklar1 caligmada seleksipagin ¢oziiniirliigiinii ve ¢oziinme hizim1 artirmak amaciyla sert jelatin
kapsiillere doldurulmus seleksipag nanokristalleri hazirlamis ve karakterize etmislerdir. Seleksipag

nanokristalleri; polimerik stabilizator olarak HPMC E5, PV A, Soluples®, PXM-407 polimerleri ile asit-
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baz notralizasyon ve presipitasyon-ultrasonikasyon yontemleri ile hazirlanmistir. Seleksipag
nanokristallerinde en stabil ve uygun formiilii segmek i¢in stabilizator tipi ve hazirlama yontemlerinin
nanokristallerin partikiil boyutu ve polidispersite indeksi lizerindeki etkileri incelenmistir. Liyofilize
nanokristallerde de etken madde igerigi, redisperse edilebilirilik, akiskanlik, sikistirilabilirlik 6zellikleri
gibi karakterizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda hazirlanan seleksipag
nanokristalleri, saf seleksipaga gore birkag¢ kat artmis doygunluk ¢oziiniirligii gostermistir. Liyofilize
seleksipag nanokristalleri iceren sert jelatin kapsiiller, saf seleksipag iceren sert jelatin kapsiillere gore

daha hizl1 bir ¢6ziinme profili sergilemistir [16].

Endotelin yolu

Endotelin, insanlarda ET-1, ET-2 ve ET-3 olmak iizere ii¢ ayr1 formda bulunmaktadir. ET-1
primer olarak damar endotelinden salgilanan, kuvvetli ve uzun siireli vazokonstriiksiyon saglayan bir
ajandir. Notrofil ve mast hiicrelerinden sitokin salimini uyarmak suretiyle enflamasyonu
tetiklemektedir. Ayrica damar diiz kas hiicrelerinde ve fibroblastlarda proliferasyona yol agmaktadir
[17]. ET-1"in diiz kas hiicrelerinde endotelin reseptorlerine (ETA ve ETB) baglanmasi fosfolipaz C’yi
aktive etmekte, bu da hiicre i¢i kalsiyumu artirmakta ve siirekli vazokonstriksiyona neden olmaktadir.
PAH teshisi konan hastalarda hem plazma hem de akciger dokularinda ET-1 aktivasyonu arttig1 icin
yiiksek ET-1 seviyelerinin hastalik siddeti ve prognozu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle
PAH tedavisinde ETa ve ETg’yi bloke eden cesitli bilesikler gelistirilmistir [18]. Ug endotelin reseptdr
antagonisti; bosentan (Tracleer®), ambrisentan (Letairis®) ve macitentan (Opsumit®) PAH tedavisi
icin FDA ve EMA tarafindan onaylanmigtir. Bagka bir endotelin reseptor antagonisti olan sitaksentan
Avustralya, Kanada ve Avrupa Birligi’nde onaylanmis, ancak Aralik 2010°’da endotelin reseptor
antagonistleri ile iligkili terminal bir yan etki olan 6liimciil karaciger hasar1 raporlar1 dogrultusunda
piyasadan ve klinik ¢aligmalardan ¢ekilmistir [6].

PAH tedavisinde kullanilan endotelin reseptdr antagonistlerinin bazi kisitlamalar1 Tablo 4’te

verilmistir [6].

Tablo 4. Endotelin reseptdr antagonistlerinin kullanimini kisitlayan faktorler

Bosentan Karaciger toksisitesi (hepatik aminotransferaz artis1)
Ambrisentan Teratojenite

Karaciger toksisitesi
Macitentan Teratojenite

Anjaneyulu ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢calismada, bosentanin PAH tedavisinde sistemik yan
etkilerini en aza indirmek i¢in Pulsincap formiilasyonu tasarlamistir. Bosentan ve diger formiilasyon
bilesenlerinin karisimlari i¢in Hausner orani ve Carr indeksi hesaplanarak mikromeritik 6zellikleri
incelenmistir. Calismada seker pelletleri bosentan ile kaplanmistir. Seker pelletleri etkin madde ile

kaplanmadan 6nce sudaki ¢oziiniirliiklerini azaltmak i¢in %2 a/a hidroksipropil metil seliiloz (HPMC)
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ile kaplanmistir. Daha sonra akigkan yatak cihaz1 kullanilarak etkin madde bulamaciyla kaplama iglemi
gerceklestirilmistir. Hazirlanan bosentan kapli pelletler %2’den az nem igerecek sekilde 45 “C’de
kurutulmustur. Pulsinkap formiilasyonlarini gelistirmek i¢in bos sert jelatin kapsiiller kullanilmis ve bu
sert jelatin kapsiiller formaldehit ile kaplanmistir. Kapsiiller igin HPMC K 10, guar zamki, ksantan zamki1
ve sodyum aljinat gibi sigsebilen polimerleri ve farkli oranlarini i¢eren tipalar hazirlanmistir. Hazirlanan
formaldehit kaph kapsiillerin igerisine 62,5 mg bosentana esdeger olacak sekilde pelletler koyulmus ve
sisebilen tipalarla kapatilarak Pulsinkap sistemleri hazirlanmigtir. Hazirlanan Pulsincap sistemlerinin in
vitro salim 6zellikleri incelenmistir. In vitro salim galismalart USP Aparat 1 (sepet yontemi) kullanilarak
12 saat boyunca 50 rpm doniis hizinda ve 37°C’de gerceklestirilmistir. Ortam olarak ilk 2 saat pH 1.2,
sonraki 3 saat pH 7.4 fosfat tamponu ve devaminda pH 6.8 fosfat tamponu kullanilmistir. Yapilan salim
calismasi sonucunda Pulsincap formiilasyonlarindan 3 saat sonra bosentan salimi oldugu gézlenmis ve
12 saat boyunca devam eden bir salim profili sergilemistir. Yapilan ¢aligma sonucunda Pulsincap
formiilasyonundan bosentan saliminin tipadaki hidrojel konsantrasyonu ile orantili oldugu goriilmiistiir.
Artan hidrojel konsantrasyonu ile mide ortaminda etkin madde saliminin azaldig1 ve bagirsak ortaminda
ise kontrollii etkin madde saliminin saglanabilecegi bulunmustur. Sonug olarak, bosentanin gelistirilen
Pulsincap formiilasyonu ile basarili bir sekilde kontrollii saliminin saglanabildigi goriilmistiir [19].
Deshmane ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada suda ¢oziiniirliigli zayif olmasi nedeniyle oral
biyoyararlanimi diisiik olan ambrisentan i¢in ilag tasiyici sistem olarak dogal Daucus carota ekstresi
kullanilarak kat1 dispersiyonlar1 hazirlanmistir. Daucus carota ekstresi sicak su ekstraksiyonu ile elde
edilmis ve ¢oziiniirliik, sisme indeksi, viskozite, y1gin agisi, hidrasyon kapasitesi ve akut toksisite testi
(LDso) agisindan degerlendirilmistir. Olusturulan kati dispersiyonlar etken madde igerigi, ¢ozlniirliik,
morfoloji ve in vitro salim ¢aligmalart ile karakterize edilmistir. Kati1 dispersiyonlar ile saf ambrisentanin
in vivo biyoyararlanim ¢aligmalari farelere oral uygulama sonucu degerlendirilmistir. Crmax, tmax, AUC,
MRT gibi farmakokinetik parametreler kat1 dispersiyonu olusturulan ambrisentanin hizl ¢6ziindiigiinii
ve emildigini gostermistir. Calisma sonucunda, dogal Daucus carota ekstresinin ¢oziiniirligi ve
biyoyararlanim iyilestirmek icin kat1 dispersiyon ve/veya diger dozaj formlarinin hazirlanmasi i¢in iyi

bir alternatif kaynak olabilecegi diistiniilmiistiir [20].

Nitrik oksit yolu

Nitrik oksit (NO) endojen bir vazodilatordiir ve fizyolojik kosullar altinda antiproliferatif ve
antienflamatuvar etkiler dahil olmak iizere birgok etkisi bulunmaktadir [21]. NO, diiz kas kasilmasini
diizenleyen 6nemli bir ikinci haberci olan siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) iiretimini artirmaktadir
[6]. NO sentezinin ve NO-¢oziinebilir guanilat siklaz (sGC)-CGMP yolu arasindaki sinyal iletiminin
bozulmas1 PAH patogenezinde rol oynamaktadir [22]. Inhale NO, PAH tedavisi i¢in potansiyel bir
terapotik yaklagim olarak arastirilmis ve hastanede yatan pediatrik PAH hastalariin tedavisi icin FDA

tarafindan onaylanmistir [6]. NO’in etkisini belirginlestirerek etki gosteren fosfodiesteraz-5
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inhibitorleri, PAH tedavisinde umut vaat eden bir bagka gruptur [17]. Bu gruba dahil olan sildenafil
(Revatio®) ve tadalafil (Adcirca®) FDA tarafindan PAH tedavisi i¢in onaylanmigtir. NO, cGMP
iretimini artirarak etki ettigi icin cGMP biyosentezini uyaran ilaglar da PAH tedavisinde etkili
olabilmektedir. sGC uyaricilarina drnek olan Riociguat (Adempas®) PAH tedavisi i¢in onaylanmig bir
diger ilagtir [6].

PAH tedavisinde NO yolaginda kullanilan ilaglarin bazi kisitlamalar1 Tablo 5°te verilmistir [6].

Tablo 5. Nitrik oksit yolaginda kullanilan etkin maddelerin kullanimini kisitlayan faktorler

Sildenafil Retina kanamasi

Doza bagli sistemik yan etkiler
Tadalafil Doza bagl sistemik yan etkiler
Vardenafil Disiik ¢oztiniirlitk

Ilk gecis etkisi

Bu grupta bulunan sildenafil sitratin oral ve intravendz uygulama icin ¢esitli piyasa preparatlari
bulunmaktadir. Ancak bu preparatlar kisa yarilanma 6mrti, basta hipertansiyon ve bas agris1 olmak tizere
sistemik yan etkiler gibi olumsuz 6zellikler gostermektedir. Bu olumsuz 6zelliklerin iistesinden gelmek
ve kontrollii salim elde etmek i¢in galigmalar yapilmigtir. Bu amagla Shahin ve arkadaslari sildenafil
sitratin siirekli pulmoner salimi i¢in hidrojel mikropartikiiller tasarlamis ve degerlendirmistir. Caligmada
degisen oranlarda mukoadezif, biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikler gésteren sodyum karboksimetil
seliiloz, sodyum aljinat ve sodyum hiyaliironat polimerleri kullanilarak puiskiirterek kurutma teknigiyle
hidrojel mikropartikiiller olusturulmustur. Bu mikropartikiillerde partikiil biiyiikliigii, partikiil
biiylikliigli dagilimi, tiretim verimi, yiikleme etkinligi, in vitro salim, sisme, biyodegredasyon, nem
igerigi, in vitro acrodinamik ¢ap ve sitotoksisite gibi karakterizasyon c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
Ayrica, siganlarda oral yoldan verilen Viagra® ile karsilastirmali olarak hidrojel mikropartikiillerinin
intratrakeal olarak uygulanmasini takiben akciger birikimi ve farmakokinetik ¢aligmalar
gergeklestirilmigir. Elde edilen sonuglar polisakkarit polimerlerinin degisik konsantrasyonlari ve
bilesimleriyle hazirlanan hidrojel mikropartikiillerinin yiiksek verimi, yiiksek yiikleme etkinligi, uygun
partikiil boyutu ve 24 saat boyunca uzatilmis salim 6zelligine sahip oldugunu gostermistir. Hidrojel
mikropartikiil formiilasyonlarinin in-vivo degerlendirilmesi, akcigerlerde birikim acisindan umut verici
sonuglar vermis ve ticari sildenafil sitrat tabletleriyle karsilagtirildiginda ilacin eliminasyon yar1 6mriinii
uzattigt gozlenmistir. Bu nedenle, formiile edilebilen piskiirterek kurutulmus hidrojel
mikropartikiillerin, PAH tedavisi i¢in giinde bir kez pulmoner yol ile uygulanabilecek potansiyel bir ilag
tasiyict sistem olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir [23].

Lila ve arkadaglari, tadalafil ve sildenafilden daha segici ve on kat daha giiclii bir baska
fosfodiesteraz-5 inhibitorii olan vardenafille bir ¢aligma yapmuslardir. Vardenafil oral uygulamadan

sonra disiik ¢oziintirlik ve ilk gecis metabolizmasi nedeniyle diisiik biyoyararlanima sahiptir. Bu
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nedenle ¢alismada vardenafil kat1 dispersiyonlar1 hazirlanarak ¢éziinme hizimi artirmak ve ilk gegis
etkisinden kaginmak icin pastil dozaj formu tasarlanmigtir. Hazirlanan bu pastillerde; agirlik varyasonu,
sertlik ve kalinlik, erozyon siiresi, yiikleme kapasitesi, friabilite, ylizey pH’s1 ve in vitro salim
caligmalar1 yapilmistir. Ayrica in vivo degerlendirme, siganlarda optimize edilmis formiiliin vardenafil
oral siispansiyonuna karsi biyodagilim ve c¢GMP serum seviyesinin Olgililmesi seklinde
gerceklestirilmistir. Pastillere vardenafil saf etken madde ve kat1 dispersiyonlari olmak {izere iki farkli
sekilde yiiklenmis ve karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Vardenafil kati dispersiyonlar1 1:1
oraninda tartarik asit kullanilarak ¢éziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlanmistir. Belirli miktarlarda
tartilan vardenafil ve tartarik asit metanol i¢inde ¢6ziilmiis ve daha sonra metanol 40°C sicaklikta vakum
altinda uzaklastirilmistir. Buharlastirma sabit bir agirlik elde edilinceye kadar devam ettirilmis ve olusan
kat1 dispersiyonlar vakumlu firinda kurutularak toz edilmis ve elekten gegirilmistir. Pastiller ise eritme
ve sikistirma teknigi ile hazirlanmistir. Tozlar diizgiin bir karisim olusturmak tizere karistirildiktan sonra
PEG karisimi bir beher i¢inde eritilmis ve hazirlanan toz karisimi igerisine ilave edilip karigtirilmistir.
Karigim 50° C'nin altina sogutulmus ve hazirlanacak formiilasyona gore ya vardenafil ya da vardenafil
kat1 dispersiyonu ilave edilip karistirilmistir. Formiilasyonlara sedimantasyonu 6nlemek i¢in silika jel
ilave edilmistir. Son olarak hazirlanan karisim kaliplara dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir. Pastillerde
in vitro salim ¢alismalart USP aparat II kullanilarak 100 mL pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde 50 rpm
ve 374£0.5 °C’de 1 saat boyunca gergeklestirilmistir. Salim ¢aligmasi sonucunda vardenafil kati
dispersiyonlariyla hazirlanan pastillerden serbest vardenafil igeren pastillere gore artmis bir salim
gozlenmistir. Calismanin sonucunda vardenafil kati1 dispersiyon pastillerinin PAH tedavisi i¢in oral
vardenafil slispansiyonuna potansiyel bir alternatif olabilecegi kanisina varilmistir. Hazirlanan pastiller
vardenafilin oral emilimini artirarak ve ilk gecis etkisini onleyerek biyoyarlaniminin artmasini ve
akcigerlerde lokalize olmasini saglamiglardir [24].

Rad ve arkadaglari yaptiklari ¢alismada sistemik yan etkileri azaltmanin yani sira biyoyararlanimi
ve tedavi etkinligini artirmak igin pulmoner yol ile uygulanmak iizere tadalafil nanokompozitlerini
piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlamislardir. Hazirlanan nanokompozitlerde, partikiil boyutu,
morfolojisi, kristalligi, yogunlugu, ¢Oziintrligi, yeniden dagilabilirligi ve in-vitro inhalasyon
performansi agisindan karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Optimum formiilasyon kiiresele yakin
sekle ve 13.7 kat artrmsg ¢6ziinme oran1, % 57.2 £ 6.5 ince partikiil fraksiyonu, 1.4 g/cm® yogunluk, 3.2
pm aerodinamik c¢apa sahip stabil amorf partikiilleri icermektedir. Farmakokinetik parametreler
intratrakeal insiiflasyondan sonra sicanlarin plazma ve akciger dokusunda degerlendirilmis ve piyasada
bulunan oral tadalafil preparati ile karsilastirllmistir. In-vivo galigmalar, intratrakeal insiiflasyondan
sonra tedavi edilen grupta elde edilen AUCo.24saat akciger/ AUCo.24saat plazma oraninin kontrol grubundan
anlamli derecede daha yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica, plazma veri analizi ile belirlenen ve

gelencksel oral yolla karsilastirildiginda tadalafil nanokompozitlerin intratrakeal insiiflasyonundan
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sonra elde edilen yiiksek MRT (2.3 kat) ve tmax (3.7 kat) degerleri akcigerlerde tadalafil molekiillerinin
daha uzun siire tutuldugunu ve sistemik kan dolagimina daha yavas katildigimi gostermistir. Yapilan
calisma, tadalafil nanokompozitlerin kullanildig1 inhalasyon tedavisinin, hizli etki baslangici, daha
yiiksek bir lokal ilag konsantrasyonu, daha uzun bir ilag retansiyonu ve sonug olarak, tadalafilin
geleneksel oral uygulamasina kiyasla akcigerlere etkili bir ilag iletimi avantajlart sundugunu
gostermistir. Bununla birlikte, dnerilen formiilasyonun etkinliginin dogru bir sekilde degerlendirilmesi

icin daha fazla toksikolojik, farmakolojik ve klinik ¢caligmalara ihtiyag¢ oldugu diistiniilmiistiir [25].

PAH’da Kombinasyon Tedavileri

PAH’1m baslangi¢ tedavisinden sonra yapilan klinik degerlendirmede klinik yanit yeterli degilse
kombinasyon tedavisi alternatif olarak kullanilabilmektedir. Kombinasyon tedavisinde iki ya da daha
fazla smiftan ilag birlikte kullanilmaktadir [22]. PAH tedavisinde kullanilan ilaglarin degisik
yolaklardan etki etmesi ile sinerjistik etki saglanabilmesi agisindan kombinasyon tedavileri avantaj
saglayabilmektedir [26]. Kombinasyon tedavisi; endotelin reseptér antagonistleri, fosfodiesteraz-5
inhibitorleri, prostanoidler ve yeni bilesikler gibi PAH hedefli birden fazla ila¢ sinifinin es zamanli
kullanimini igermektedir. Farkli randomize ve kontrollii ¢alismalarda; bosentan-epoprostenol, bosentan-
iloprost, bosentan-sildenafil, sildenafil-epoprostenol gibi kombine tedavilerin etkinlikleri gosterilmistir.
Yeni kesfedilen bilesiklerle yapilan ¢aligmalar devam etmektedir [27].

Kombinasyon tedavisinde iki yaklasim mevcuttur. ki tek bir grup ilagla tedaviye baslanmasini
ancak tedavi hedeflerine ulagilamadiginda ikinci grup ilacin tedaviye eklenmesini icermektedir. Diger
yaklasim ise tedaviye dogrudan kombine ilag kullanimu ile baglanmasidir [28]. Kombinasyon tedavisiyle
tedavi etkinliginin artmasi saglanmakla birlikte birgok ilag-ilag etkilesimi de gériilebilmektedir. Ornegin
bosentan sitokrom P450 izoenzimleri CYP3A4 ve CYP2C9’u indiikleyici etki yapmakta ve bu
izoenzimler tarafindan metabolize olan ilaglarin bosentan ile birlikte verilmesi durumunda plazma

konsantrasyonlarinda diisiis goriilmektedir [29].

PAH’da Giincel Tedavi Yaklasimlari

PAH patofizyolojisinden sorumlu hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkindaki bilgiler giin
gectikge artmaktadir. PAH’da pulmoner vaskiiler yatakta ilerleyen mekanik tikanmanim, mPAP’1n
yiikselmesinden biiyiik 6l¢iide sorumlu oldugu belirlenmistir. Pulmoner vaskiiler yeniden sekillenmenin
altinda yatan temel fizyopatolojik mekanizmalar arasinda pulmoner vazokonstriksiyon, in situ tromboz,
medial hipertrofi ve kompleks vaskiiler lezyonlarin olusumu bulunmaktadir. PAH'ta bu asir1 yeniden
sekillenmeye katkida bulunan; artan hiicre proliferasyonu ve pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinin,
endotel hiicrelerinin, fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin azalmig apoptozu, pulmoner endotelyal
disfonksiyon, siirekli enflamasyon, metabolik degisiklikler ve oksidatif stres ve farkli sinyal yollarinin

asir1 aktivasyonu gibi mekanizmalar ortaya ¢ikmistir [30].
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Anti-PAH ilaglar1 bazi durumlarda etkisiz veya daha az terapotik potansiyele sahip
olabilmektedir. Bu nedenlerle ve yukarida bahsedildigi gibi patogenezde elde edilen yeni bilgiler
1s181inda PAH tedavisinde yeni terapétik yaklagimlar olusmaktadir. Bu yaklagimlar iginde; rho-kinaz
yolu, tirozin kinaz, vazoaktif intestinal peptitler, endotelin progenitdr hiicreleri ve miRNA’larin

kullanimi iizerinde en ¢ok ¢alisilan yaklagimlardir [6].

Rho-kinaz yolu

Son yillarda, PAH tedavisi igin belirlenen timit verici hedefler arasinda rho-kinaz bulunmaktadir.
1990’larda tanimlanan rho-kinazlarin ROCK-1 ve ROCK-2 olmak {izere iki izoformu tanimlanmis ve
arterlerde eksprese edildigi bulunmustur [31, 32]. Rho-kinaz, proliferasyon, apoptoz, kasilma ve gen
ekspresyonu gibi gesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol almaktadir. Rho-kinazlar, diiz kas
hiicrelerinin kasilmasinda Ca*? duyarlihginin diizenlenmesindeki temel rolleri sayesinde arteriyel
tonunun O6nemli bir belirleyicisi olarak kabul edilmektedirler. Ayrica, endotelyal nitrik oksit sentaz
ekspresyonunu ve aktivitesini negatif olarak kontrol etmekte ve trombosit agregasyonuna
katilmaktadirlar [32]. Bir¢ok c¢alisma ROCK’un uyarilmasinin PAH’da meydana gelen siirekli
vazokonstriksiyon, vaskiiler yeniden sekillenme ve iltihaplanmada rol aldigin1 géstermistir [33]. Rho-
kinaz inhibitdrleri, fasudil ve aminofurozan tiirevleri gibi ROCK u dogrudan inhibe edenler ve statinler
gibi dolayli inhibitoérler olmak iizere iki kategoride siniflandirilabilmektedir [6].

Gupta ve arkadaglar1 yaptiklari bir calismada, aerosolize lipozomlara yiiklenmis fasudilin PAH’da
uzun siireli ve pulmoner olarak secici vazodilatasyon saglamak amaciyla uygulanabilirligini
arastirmiglardir. Lipozomlar film hidrasyon ve ekstriizyon yontemleriyle hazirlanmistir. Lipozom
formiilasyonlarinda, 1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfokolin ve kolesterol 7:3 mol oraninda ve toplam
lipit konsantrasyonu 30 mM olacak sekilde kullanilmistir. Fasudil lipozomlara pasif veya aktif olarak
yiiklenmistir. Pasif yiikleme durumunda, fosfat tamponu igerisinde 15 mg/mL oraninda bulunan fasudil
¢ozeltisi ile lipitlerden olusan film tabakasi rehidrate edilmis ve 25 °C’de bir saat sonike edilmistir.
Bunun sonucunda olusan biiyiik ¢ok tabakali vezikiiller 65 °C’de ekstriizyon islemine tabi tutulmus ve
kiigiik tek tabakali vezikiiller elde edilmistir. Yiklenmemis ilag ise lipozomlarin kolondan
gecirilmesiyle ayrilmigtir. Aktif yiikleme durumunda ise, film tabakasi degisik pH’larda (3.0, 5.4, 7.0
ve 8.0) 250 mM amonyum siilfat ¢ézeltisi ile rehidrate edilmis ve lipozomlar pasif yiiklemede oldugu
gibi ekstriide edilmistir. Ardindan fasudil, 65 °C’de 30 dakika boyunca amonyum siilfat iceren
lipozomlar ile inkiibe edilerek yiiklenmis ve yiiklenmeyen fasudil yine bir kolondan gegirilerek
uzaklastirilmistir. Hazirlanan lipozomlar gesitli fizikokimyasal 6zellikleri igin karakterize edilmistir.
Optimize edilen formiilasyonlar, monokrotalin ile indiiklenmis PAH sican modelinde pulmoner
absorpsiyon ve farmakolojik etkinligi acisindan test edilmistir. Lipozomlarin ortalama vezikiil boyutu,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli Malvern Zetasizer kullanilarak belirlenmis ve lipozomal

formiilasyonlarin morfolojisi TEM ile incelenmistir. In vitro salim galismalari, diyaliz yontemiyle
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gerceklestirilmistir. Caligma sonucunda, lipozomlarin fasudilin pulmoner yoldan verilmesi igin bir
tastyict olarak kullanilabilecegi ve lipozomal fasudilin in vivo olarak si¢anlara uygulandiginda uzatilmisg
bir yar1 6miir gdsterdigi bulunmustur. Intravendz fasudil ile karsilastirildiginda optimize edilmis
lipozomal formiilasyonlarin tek bir dozu yaklasik 3 saat boyunca siirekli pulmoner vazodilatasyon
saglamistir. Sonug olarak aerosol haline getirilmis fasudil lipozomlarinin diisiik dozlama sikliginda

stirekli ve secici pulmoner vazodilatasyon i¢in PAH tedavisinde kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir [34].

Tirozin kinaz

Protein kinazin bir alt sinifi olan tirozin kinaz, ATP’nin terminal fosfatini bir proteine aktararak
tirozin kalintilarinin fosforilasyonunu tetikleyen bir enzimdir [6]. Reseptor tirozin kinazlar biiylime
faktorleri ve hiicre disi sinyal molekiilleri i¢in reseptdr gorevi goren transmembran glikoproteinlerdir.
Reseptor tirozin kinazlar gogalma, hiicresel go¢, metabolizma, farklilasma ve hiicresel hayatta kalma
olaylarinda 6nemli bir rol oynarlar [35]. Caligmalar, tirozin kinaz reseptorlerinin PAH patogenezinde
onemli bir rol oynadigimi ve bazi spesifik reseptor tirozin kinaz sinyallerinin inhibisyonunun PAH
tedavisinde etkin oldugunu gostermistir. 2007 yilinda FDA tarafindan metastatik meme kanseri tedavisi
icin onaylanmis olan lapatinib ile hayvan modelleri {izerinde yapilan ¢alismalarda, uyarilmig pulmoner
hipertansiyonu azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, insanlardaki etkisi i¢in klinik
veri bulunmamaktadir [36]. Bir diger tirozin kinaz inibitorii olan imatinib (Gleevec®), hiicresel
proliferasyonu inhibe ederek ve pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinin apoptozunu artirip vaskiiler
yeniden sekillenmeyi tersine ¢evirerek anti-PAH aktivitesi gostermistir. Bu etkinin PDGF reseptorii i¢in
inhibitor etkisinden kaynaklandigi varsayilmaktadir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF),
epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve c-kit reseptorlerinin PAH
patogenezinde kritik bir rol oynadigi ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin ve diiz kaslarin asiri
proliferasyonunda ve migrasyonunda yer aldiklar1 bildirilmistir [6].

PDGF-reseptdr tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib, PAH tedavisinde hemodinamigi
iyilestirmekle birlikte ciddi yan etkiler goriilmektedir. Nanopartikiil kullanimi, etkin maddenin etkilerini
korurken yan etkilerin azaltilmasini saglamigtir. Akagi ve arkadaslari yaptiklart bir ¢alismada sican
modelinde ve insan PAH-pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinde (PASMC) imatinib yikli
nanopartikiillerin etkinligini incelemistir. Flurosein izotiyonat (FITC) ve imatinib yiiklii poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) nanopartikiilleri emiilsifikasyon-¢oziicii difiizyon yontemi kullanilarak
hazirlanmigtir. Nanopartikiillerin hazirlanmasinda molekiil agirligi 22 900 ve 75:25 laktik asit-glikolik
asit kopolimer oranina sahip PLGA kullanilmigtir. PLGA, aseton-metanol karigimu igerisinde ¢oziiliip
icerisine FITC/imatinib ilave edilmistir. Fosfat tamponu ve FITC nanopartikiillerinin MCT kaynakli
PAH si¢an modellerine tek bir intratekal uygulanmasini takiben sag ventrikiil sistolik basincinda ve sag
ventrikiil hipertrofisinde bir artis gozlenirken imatinib yiiklii nanopartikiiller ile sag ventrikiil sistolik

basincindaki artisin ve sag ventrikiil hipertrofisinin onlendigi goériilmiistiir. Ayrica imatinib yiikli
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nanopartikiillerin uygulanmas: kiigilk damarlarin olusum yilizdesini de azaltmistir. FITC
nanopartikiillerinin MCT kaynakl1 sigan modellerindeki dagilimi incelendiginde ise pulmoner arterlere
dagilim gozlenirken; karaciger ve bobrekte dagilim gozlenmemistir. Imatinib ve imatinib yiiklii
nanopartikiillerin PAH’I1 pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerindeki proliferasyonu degerlendirilmistir.
Her iki uygulama da proliferasyonu inhibe etmistir. Ancak nanopartikiil uygulanmasi daha uzun siireli
bir inhibisyon saglamigtir. Ayrica, imatinibin nanopartikiillere yiiklenmesi daha diisiik dozda terapotik
etki elde edilebilmesini saglamistir. Imatinib yiiklii nanopartikiiller sayesinde PAH-PASMC’lerin

proliferasyonu ve MCT kaynakli pulmoner hipertansiyon gelisiminin bastirildig1 gézlenmistir [37].

Vazoaktif intestinal peptit

Molekiil agirhigr 3326 Da olan ve 28 aminoasitten olusan vazoaktif intestinal peptit (VIP)
bagirsaktaki su ve elektrolit sekresyonunda énemli bir rol oynayan néroendokrin bir hormondur. VIP
giicli bir sistemik vazodilator etkiye sahiptir. Monokrotaline bagli pulmoner hipertansif tavsanlarda ve
saglikli bireylerde pulmoner arter basincini ve pulmoner vaskiiler direnci azaltmis, ayrica trombosit
aktivasyonunu ve vaskiiler diiz kas hiicresi proliferasyonunu inhibe etmistir [38]. PAH hastalarinda
serumda VIP konsantrasyonunun diisiik oldugu ama VIP reseptorlerinin ekspresyonunda artis oldugu
bulunmustur. Bu nedenle VIP’in PAH tedavisinde kullanilmasina ilgi giin gectik¢e artmaktadir [39].

VIP’lerin pulmoner yol ile uygulanmasi, astim ve PAH gibi cesitli akciger hastaliklari i¢in umut
verici bir tedavi secenegidir. Ancak, peptitlerin solunum yollarindaki hizli enzimatik bozunmaya bagh
olarak kisa yar1 6mriine sahip olmalar1 bu tedavinin kullanimimi sinirlandirmaktadir. Bu sorunun
iistesinden gelmek icin Hajos ve arkadaslari, tek tabakali nano boyutlu VIP yiiklii lipozomlar (VLL)
gelistirerek inhalasyon yolu ile uygulanabilirligini arastirmiglardir. Bos ve VIP yiiklii lipozomlar,
konjuge polietilenglikol (PEG)-fosfatidil etanolamin, lizosteril-fosfatidilgliserol ve palmitoil-oleil-
fosfatidilkolin kullanilarak ince film rehidrasyon yontemi ile hazirlanmistir. Yiizeye bagli VIP
molekiillerini solunum yolundaki enzimatik bozulmaya karsi korumak ve partikiil agregasyonunu
engellemek icin lipozomlar PEG ile kaplanmistir. VIP’in damarlar tizerindeki vazodilator etkisini
arastirmak i¢in sicanlardan alinan arterler iizerinde ¢aligmalar gerceklestirilmistir. Serbest VIP ve VIP
yiiklii lipozomlar karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde, lipozomlardan VIP salimi daha uzun siire

siirmiis ve buna bagli olarak arterlerde olusturduklar1 vazodilatasyon siiresi daha uzun gézlenmistir [40].

Endotelin progenitor hiicreleri

Prostanoidler, endotelin-1 antagonistleri ve fosfodiesteraz inhibitérleri gibi pulmoner
vazodilatorlerin, akciger dolagiminda gelismis vazokonstriksiyonu hedefleyerek PAH hastaliginin
ilerlemesini yavaslatabilecegi ve hastalarda belirgin sekilde iyilesme saglayabilecegi diislintilmektedir.
Ancak bu tedavi yollar1 pulmoner yeniden sekillenmeyi veya hastaligin altinda yatan nedenleri tedavi
etmezler. Endotelyal progenitér hiicrelerin (EPC’lerin) ise vaskiiler hasar boélgelerine girerek ve kan

damarlarin1 yenileyerek vaskiiler homeostazin korunmasinda oOnemli bir role sahip oldugu
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disiilmektedir [41]. EPC’ler, endotelyal hiicrelere farklilagabilen, hasarli pulmoner kan damarlarim
onarma ve yenileme yetenegine sahip kemik iligi kaynakli hiicrelerdir [42]. Kemik iliginden harekete
gecirilen ve akcigerlerde lokal olarak bulunan EPC’lerin PAH tedavisinde kullanimina duyulan ilgi glin
gectikge artmaktadir. Dolasgimdaki EPC’lerin eksikliginin PAH’ta pulmoner vaskiiler patolojisinde rol
oynayabilecegi ve EPC’lerin transflizyonunun yeni hiicre bazli bir tedavi sunabilecegi diisliniilmektedir
[43,44].

EPC'ler, doku iskemisine veya travmatik yaralanmaya yanit olarak kemik iliginden periferal kan
icine mobilize edilip hasarli endotel bolgelerine go¢ etmekte ve in situ olgun endotel hiicrelerine
farklilagmaktadirlar. Bu 6zellik sayesinde EPC’lerin gen iletimi i¢in kullanilabilecegi diigiiniilmiistiir.
Nagaya ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, insan kordon kanindan elde ettikleri EPC’lerini, vazodilator
etkiye sahip bir peptit olan andrenomedulinin (AM) akcigerlere iletimini saglayarak PAH tedavisi i¢cin
kullanmiglardir. AM cDNA’s1 i¢in non-viral vektor olarak biyolojik olarak bozunabilen jelatin
mikrokiireleri hazirlanmistir. Jelatin mikrokiireleri, jelatinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasiyla
olusturulmustur. Insan AM c¢DNA’sim kodlayan vektdr olusturulup, mikrokiireler ile 4°C’°de 24 saat
inkiibe edilerek DNA-jelatin kompleksleri elde edilmistir. Olusturulan bu kompleks EPC’lerin fagositoz
yetenegi ile hiicrelerin igine yiiklenmistir. Normal EPC’ler ve AM DNA-jelatin kompleksi iceren
EPC’ler monokrotalin ile indiiklenmis PAH’lu siganlara uygulanmis ve sonuglari karsilastirtlmistir. AM
eksprese eden EPC'lerin, pulmoner hipertansiyon ve vaskiiler yeniden sekillenmede tek basina EPC’ye
gore onemli Ol¢iide daha fazla iyilesmeye neden oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar, EPC'lerin fagositoz
etkisine dayanan hibrit hiicre-gen tedavisinin PAH’un tedavisi igin yeni bir terapdtik strateji

olabilecegini diistindiirmiistiir [45].

MiRNA

MicroRNA’lar (miRNA), gen ekspresyonu, proliferasyon, metabolizma ve hiicre 6liimii gibi
cesitli biyolojik islemlere katilan, kodlayici olmayan 21-23 niikleotit uzunlugundaki RNA’lardir [46].
Ilk miRNA’lar 1990’larin basinda karakterize edilmislerdir ve ¢cok sayida hastalik da dahil olmak iizere
bir¢ok biyolojik olayda yer aldiklart bulunmugtur. miRNA’lar, mRNA molekiilleri i¢cindeki tamamlayici
dizilere baglanarak islev goriir ve genellikle translasyonel baskilama veya hedef degradasyonu yoluyla
gen susturulmasi ile sonuglanir [47]. Molekiiler diizeyde miRNA’larin iyon kanallarinin ve
mitokondriyal fonksiyonun kontroliinde ve ayrica PAH’da akciger bozukluguna katkida bulunan
BMPR2 sinyal yolunun diizenlenmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir [48]. miRNA ekspresyon
anormallikleri, pulmoner arteriyel diiz kas hiicresinin anormal ¢ogalmasina ve pulmoner arteriyel
endotel hiicresinin iglev bozukluguna neden olmaktadir [49]. Yapilan calismalarda; MiR-21’in
hipoksiye bagli pulmoner arteriyel diiz kas hiicresi proliferasyonunu ve migrasyonunu etkiledigi, MiR-
17/92’nin ise PAH ile giiclii bir sekilde iligkili olan kemik morfojenik reseptdr Tip II'nin diizensiz

ekspresyonuna neden oldugu bulunmustur [46].
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Mclendon ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alisma ile microRNA-145 inhibitorlerinin PAH iizerine
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada non-viral vektor olarak lipozom kullanilmistir. Lipozom
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda lipit olarak bir lipopoliamin ¢ekirdek yapisi olan staramin (Star) ve
buna metoksipolietilen glikoliin (mPEG) kovalent baglanmasi ile modifiye edilmis Star-mPEG
kullanilmigtir. Star:Star-mPEG lipitleri kloroform igerisinde ¢oziilmiis ve bir gece boyunca ¢oziicii
buharlastirilarak film tabakasi elde edilmistir. Daha sonra film tabakasi su ile hidrate edilip 30 dakika
sonike edilmistir. Hazirlanan lipozomlar ve antimiR-145 %5 dekstroz ile seyreltilmis ve 0,2 mg/mL
antimiR-145 konsantrasyonuna sahip bir formiilasyon elde etmek i¢in esit hacimlerde karistirilmustir.
Hazirlanan bu lipozom formiilasyonlart PAH olusturulmus siganlara intravendz yol ile uygulanmistir.
Lipozomlarin viicuttaki dagilimi incelendiginde, antimiR-145 seviyeleri akcigerlerde, sag ve sol
ventrikiile oranla daha yiikksek bulunmustur. Akcigerlerde antimiR-145’in tutulmasi akcigerlerde
bulunan endojen miR-145 seviyelerini 6nemli 6lgiide diigiirmiistiir. Ayrica kalp dokusunda bulunan
miR-145 seviyelerinde de diisiis gozlenmistir. Yapilan toksisite ¢aligmalarinda da hepatik, kardiyak,
metabolik veya hematolojik toksisite gézlenmemistir. AntimiR-145 tedavisinin pulmoner damarlardaki
kalinlagsmay1 azalttigir goriilmiistiir. Elde edilen bu sonu¢ PAH’da olusan yeniden sekillenmenin
antimiR-145 tedavisi ile kismen onarildigini diistindiirmiistiir. AntimiR-145 lipozomlarinin PAH’I1
sicanlarda sag ventrikiil hipertrofisinin kismi onarimu ile sonuglanan faydali kardiyak etkilere sahip
oldugu gozlenmistir. Hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin akcigerlere etkin madde taginmasi, diisiik
toksisitesi ve iyi bir tedavi etkinligi sayesinde hastanin yasam kalitesini ve sag kalimini iyilestirmek,
PAH’1n pulmoner arteriyopatisini ve sag ventrikiil hipertrofisini diizeltmek i¢cin miRNA tedavisinde

kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir [S0].

SONUC VE TARTISMA

Genel olarak, PAH’da uygulanacak tedavi stratejisi hastanin klinik durumunun agirligina gore
belirlenmektedir. PAH icin Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylannus tedavi
stratejileri prostasiklin, endotelin ve nitrik oksit yolaklarini hedeflemektedir. Bu tedavi stratejileri
hastalarin yagam kalitesini artirmakla birlikte, tedaviye karsi hasta uyuncunun diisiik olmasi ve yan
etkilerin goriilmesi PAH’1 hastalarin biiyiik bir  kismi i¢in hayati1 sinirlayan bir hastalik haline
getirmektedir. PAH 1n patofizyolojisi ile ilgili bilgilerin giin gegtikge artmasi, tedavide rhoA/rho kinaz,
tirozin kinaz, endotel progenitdr hiicreleri, vazoaktif bagirsak peptiti ve miRNA gibi yeni molekiiler
yolaklarin kullanimini giindeme getirmistir. Ayrica, tedavide kullanilmak {izere onaylanmis ve inceleme
asamasinda olan etkin maddelerin etkinligini artirmak i¢in hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemlerin
kullanimi, optimum etkinin elde edilmesi ve yan etki goriilme potansiyelinin azaltilmas1 agisindan umut

verici olmustur.
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Amag: Makine zekdst olarak da bilinen Yapay Zeka'min ilag kesfi ve gelistirilme siirecindeki yeri ve
oneminin ortaya konmast amaglanmustir.

Sonu¢ ve Tartisma: flac kesfi ve gelistirme agsamalar, insan saghigina ve refahina katkida bulunan en
onemli ¢eviri bilim etkinlikleri arasindadr. Bununla birlikte, yeni bir ilacin gelistirilmesi olduk¢a karmasik,
pahall ve olduk¢a uzun bir siirectir. Maliyetlerin nasu azaltilacagi ve yeni ila¢ kesfinin nasil hizlandirilacag
endiistride zorlu ve ivedi ile ¢oziilmesi gereken bir soru haline gelmistir. Yapay zekanin (Al) yeni deneysel
teknolojilerle bir araya gelmesi, yeni ila¢ arayisim daha hizli, daha ucuz ve daha etkili hale getirmesi
beklenmektedir. Bu derlemede, ila¢ kesif siirecini hizlandirmak i¢in ortaya ¢ikan yapay zekd uygulamalari ele
alinmigtir.

Anahtar Kelimeler: Bilgisayar-destekli ila¢ kesfi, makine 6grenmesi, yapay zekd

ABSTRACT

Obijective: Itis aimed to reveal the place and importance of Artificial Intelligence, also known as machine
intelligence, in drug discovery and development.

Result and Discussion: The drug discovery and development stages are among the most important science
activities contributing to human health and well-being. However, the development of a new drug is a complex,
expensive, and lengthy process. How to reduce costs and accelerate the discovery of new drugs has become a
challenging and urgent question in the industry. The combination of artificial intelligence (Al) with new
experimental technologies is expected to make the search for new drugs faster, cheaper and more effective. In
this review, emerging artificial intelligence applications to speed up the drug discovery process are discussed.
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GIRIS

Hastalik biyolojisinin anlasilmasindaki ilerlemelere ve teknolojideki etkileyici sigramalara
ragmen, pazara yeni ilaclar getirmek, biiylik 6l¢lide klinik caligmalardaki basarisizliklarla iliskili 6nemli
maliyetler nedeniyle, zaman alic1 ve pahal1 bir siire¢ olmaya devam etmektedir [1].

Kiigiik molekiillii ligandlardan klinik olarak kullanilabilen ilaglara kadar ilag kesif yolu uzun ve
mesakkatli bir siire¢ olmustur. Mekanistik olarak, ilaglarin sadece hastalik hedeflerine yeterince
baglanma affinitesi gostermesi degil, ayn1 zamanda bu hedeflere erisimi miimkiin kilmak i¢in ¢oklu
fizyolojik engellerden uygun tasinmayi da saglamasi gerekir. Genetik varyasyonun ilag yanitlarini
etkiledigi farmakogenetik ve istenmeyen proteinlerle hedef dis1 etkilesimlerden kaynaklanan kimyasal
toksisite gibi diger sorunlarin hepsinin ila¢ tasariminda dikkate alimmasi gerekir. Bu nedenle, ilag
kesfindeki bu ¢ok yonlii sorunlar, genellikle ilag tasarimcilari i¢in 6nemli zorluklar ortaya ¢ikarmistir
[2].

Pazara daha diisiik maliyetle daha fazla hastaya ila¢ saglamak i¢in yeni fikirlere, yeni ve gozden
gecirilmis ilag kesif siirecine iliskin kavramlara ve yenilik¢i yaklasimlara ihtiya¢ vardir. Bu baglamda,
bilgisayar destekli kiiclik molekiillii ila¢ tasarim1 uzun zamandir potansiyel bir firsat olarak goriilmiistiir
[1]. Son zamanlardaki yapay zeka yaklasiminin yiikselisi, bu zorluklara potansiyel ¢oziimler olarak

goriilmektedir [2].

Yapay Zeka Tanim ve Tarihgesi

Yapay zekad (Artificial Intelligent (Al)), insan zekasi siirecinin bilgisayarlar tarafindan
simiilasyonudur. Siireg, bilgi edinmeyi, bilgiyi kullanmak i¢in kurallar gelistirmeyi, yaklasik veya kesin
sonuclara varmay1 ve kendi kendini diizeltmeyi igerir. Yapay zeka, bilgisayarlarin insan davranigini
taklit etmesini saglayan tekniklerin kullanimi olarak tanimlanmaktadir [3].

Yapay zekd tabanli algoritmalar, tahmin edilecek molekiiler 6zellikleri belirleyen fiziksel
yasalarin tam olarak bilinmedigi veya deneysel iliskilerin kurulamayacak kadar karmasik oldugu
sorunlar i¢in Ozellikle ¢ok uygundur [4]. Bir¢ok alanda yapay zeka tabanl yaklagimlardan
yararlanilmaktadir. Bu alanlardan biri de ilag gelistirmedir.

"Yapay zeka" kavrami, John McCarthy tarafindan 1956'daki Dartmouth Konferansinda "akilli
makineler yapma bilimi ve mithendisligini" tanimlamak igin iiretilmistir [5]. McCarthy’nin bu tanimu,
giiniimiizde hala gegerlidir. Multidisipliner bir alan olan Al, bilgisayar bilimi, matematik, psikoloji,
dilbilim, felsefe, noro-bilim, yapay psikoloji ve digerleri gibi ¢esitli disiplinlerden gelen goriisleri
entegre eder. Son entelektiiel ve mithendislik gelismeler, yasantimizin ¢esitli yonlerinde problemleri
¢Ozen akilli sistemlerin uygulanmasina dogru tamamen teorik c¢alismalardan bu alanin ilerlemesine
yardimci olmaktadir. Bu tiir uygulamalarin kapsaminda dogal dil anlama ve isleme, konusma anlama ve

isleme, mekanik / bilgisayar vizyon, otonomik / akilli robotlar ve alan uzmanlig1 edinme gibi farkli
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alanlar ve galigmalar bulunmaktadir [6]. Al tarafindan ortaya ¢ikan genis ¢apli Sorunlara ragmen, her
durumda bilgi edinme ve slirdiirmeyi igeren, bilgi temsili, ¢6ziim arama, mantik muhakemesi ve makine
Ogrenmesi gibi biiylik rol oynayan bazi temel yontemler vardir [7, 8].

1930'larin ortalarinda Alan Turing, glinlimiizde "evrensel Turing makinesi" olarak adlandirilan
ve olast herhangi bir bilgisayar1 simiile edebilen bir fikri ortaya atmistir. Yapay zekanin tarihi
gelisiminde canlanma ve ¢6kiis gibi diizensiz bir ilerleme olmustur [6]. 1950'ler ve 1960'lar bu konuda
altin ¢agin erken doénemlerini olusturmustur. Bu donemlerde horistik arastirmalar, mantiksal akil
yiiriitme kavramlar1 ve uygulanabilir insan-makine etkilesim i¢in sembolik yontemler ortaya konmustur.
1964°te baz1 matematiksel teoremlerin ve ifadelerin mantiksal ¢ikarimlarinin makine kanitlarini ortaya
koyabilen STUDENT adli bir makine 6n zekaya sahip ilk makine olarak tasarlanmistir [9]. 1966 yilinda
ise sinirl bir bigimde de olsa insan diyalogunu taklit edebilen ELIZA adli bir makine kesfedilmistir
[10]. Yapay zekd, 1980’lerin basinda ikinci zirvesine ulasmistir. Yapay zeka ile ilgili matematiksel
modellerde, ¢ok katmanli ileri beslemeli sinir ag1 ve geri yayilim algoritmasi dahil olmak iizere 6nemli
ilerleme kaydetmistir [11, 12]. Bu araglar, evrenin soyut bir modelinin olusturulmasina ve veri girisi
yapilmig modelin (geri bildirimden 6grenme) giincellenmesine olanak saglar. Bu tiir yontemlerin kimya
ve molekiiler biyoloji alanina ilk girisi, protein sekans bilgisinden ikincil yapinin tahmin edilmesiyle
saglanmigtir [13].

1950’lerde dogan Yapay Zeka kavrami sonraki siireclerde ilag kesfinde de kullanilmistir. Yapay
zekanin oOzellikle yapi-aktivite iligkilerinin modellenmesinde kullaniminin ilag kesfine uygulanmasi
tahmin edilenden daha eskiye dayanmaktadir. Ornegin, deneysel degerleri alma ve regresyon igin bir "
descriptor (tanimlayici) set" kullanma fikri, Hammett'in [14] benzen tiirevlerinin reaksiyonlari igin
reaksiyon hizlarin1 ve denge sabitlerini baglayan 6ncii formiiliine (ve muhtemelen daha da dncesine) ve
bilgisayar destekli tanimlamaya ve ilag endiistrisinde " Kantitatif Yapi-Etki Iliskileri (Quantitative
Structure-Activity Relationship (QSAR))'nin babasi" olarak kabul edilen Hansch’in biyoaktif
molekiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin kantitatif olarak tanimlanmas1 ve dl¢iilmesine kadar gider
[15,16]. Kimyasallarin biyolojik etkilerinin tahmin edilebilmesi ve degerlendirilmesi amaciyla o
zamanlardan beri artan sayida medisinal kimyacilar ¢esitli Al yontemlerini uygulamiglardir [17,18,6].
Dolayistyla, Al, 1960’larda sunulan ilk Kantitatif Yap1-Etki iliskileri ¢alismasindan sonra ilag kesfinde
kullanilmugtir [15]. Kantitatif Yapi-Etki Iligkileri yaklasimlarina dayali olanlar gibi mevcut hesaplama
modelleri, cesitli istenen farmakolojik aktiviteler i¢in hizl1 bir sekilde ¢ok sayida yeni etkili bilesigin
tahmin edilmesinde kullanilmaktadir. Mevcut modeller (&rn., flag kesif i¢in kullanilan ticari yazilimlar)
basit fizikokimyasal 6zelliklere (6rn., LogP, ¢oziiniirliik vb.) ait tahminler de yapabilmekte ve boylece
basit mekanizmalarla yeni bilesiklerin farmakokinetik 6zellikleri hakkinda kesin olmamakla birlikte
nispeten yakin tahminler ortaya konmaktadir. Ancak karmasik biyolojik 6zellikler i¢in modeller (ilag

etkinligi ve yan etkiler) optimum olmaktan hala uzaktir. flag kesfinin erken asamasinda (1990'lardan
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once) model gelistirmek i¢in kullanilan yaygin hesaplama yaklagimlari dogrusal regresyonlardi [19]. Bu
ilk calismalarda, modelleme i¢in kullanilan kimyasal tanimlayicilar, atom tipi ve fragman tanimlayicilar
gibi kimyasal yap1 ozellikleri ile de sinirliydi. Bu yaklasimlar, yiiksek veri boyutluluguna duyarh ve
sinirlt derecede yorumlanabilecek korelasyon 6zelligi icerirlerdi. Modern regresyon-temelli yaklagimlar
ise bu sorunlar1 giderecek teknikleri igermektedirler [20]. Ornek olarak, k-En Yakin Komsu (k-Nearest
Neighbor (k-NN)), Destek Vektor Makineleri (Support Vector Machine (SVM)) ve Rastgele Orman
(Random Forest (RF)) gibi dogrusal olmayan modelleme algoritmalarina dayali olarak gelistirilen yeni
makine 6grenmesi yaklagimlar siklikla kullanilmaktadir [21].

1990'lardan bu yana kombinatoryal kimyadaki biiyiik ilerlemelerle, biiyiik kimyasal kiitiiphaneler
yeni kimyasal gelistirme prosediirlerinin ana kaynagi haline gelmistir. Son on yilda, bu ¢aba aym
zamanda yiiksek verimli tarama (High-throughput screening (HTS)) tekniklerinin gelistirilmesini de
tesvik etmistir [22].

Biiyiik verileri kullanmanin zorluklar1 ve yeni veri tiirlerinin (6rn., Goriintiiler) dahil edilmesi,
modern ila¢ kesfinde 6ngdriicii modellemeyi ilerletmek icin yeni Al yaklagimlarinin yakin zamanda
gelistirilmesini gerektirmistir. Mevcut biiyiik veri ¢agindaki popiiler Al yaklasimlar1 derin 6grenmeye
dayanmaktadir. Sekil 1’de gosterildigi gibi ge¢misten gilinlimiize artan veri boyutu ve bilgisayarin

giiciiyle yapay zekanin gelisimi sematize edilmektedir [21].

Veri Boyutlar: i§lemciler
Derin Sinir Coklu Grafik
Terabayt Aglan Perfl?r?lans.
Analizérleri
Cigab . bulut bilisim
igabayt Derin Ogrenme C
Grafik isleme
Dogrulamalar ve birimi
Uygulanabilirlik Alanlar
Megabayt
i . 64-bit ana islemci
apay Sinir Ag1 o birimi
Biiyiik
Bilgisayar Destekli
Kilobayt Tlag Kesfi 32-bit ana islemci

ADl’'nm QS AR

Dogusu 8) Q Degisken Secimler birimi
Bayt W Doking 8-bit ana islemci

(Yerlestirme) birimi

1950°ler  1960’lar 1970°ler  1980°ler  1990°lar 2000°ler  2010’lar

Sekil 1. Artan veri boyutu ve bilgisayar giicliyle ila¢ kesfinde yapay zekanin tarihsel gelisimi [21].

Yapay Zeka’nin Alt Gruplar:
Yapay zeka teknolojileri, verilerden kavramlar1 ve iliskileri g¢ikarir ve veri modellerinden

bagimsiz olarak 6grenerek insanlarin neler yapabilecegini arastirir. Bu teknolojiler arasinda bilgisayarla
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goérme, derin dgrenme, makine 6grenmesi, dogal dil isleme, robotik, konusma, denetimli 6grenme ve
denetimsiz 6grenme gibi uygulamalar bulunur [23]:

Makine Ogrenmesi (Machine Learning (ML)): Yapilandirilnis ve yapilandirilmamis verilerden
Ogrenen, gizli kaliplar1 belirleyen, simiflandirmalar yapan ve gelecekteki sonuglari tahmin eden
bilgisayar algoritmalaridir.

Derin Ogrenme (Deep Learning (DL)): Konusma, goriintii ve video gibi kaliplari tanimak ve ayirt
etmek i¢in sinir aglar1 ad1 verilen beyne benzer bir mantik yapisini kullanan makine 6grenmesi tabanl
bir yaklasimdir.

Dogal Dil Isleme (Natural Language Processing (NLP)): Hesaplama tekniklerinin dogal dil ve
konugmanin analiz ve sentezine uygulanmasidir [23].

AlI'nin hedeflerinden biri model performansinin asamali olarak iyilestirilmesine izin veren ML
platformlarin olusturulmasidir. Ornegin, sinir aglarmin karmasik mimarilerine dayanan yeni bir
makine Ogrenmesi algoritmalar1 sinifti olan derin DL, mevcut modelleri iyilestirmek veya yeni
hesaplama platformlar1 gelistirmek icin olasi bir ara¢ olarak Sekil 2’de de gosterildigi gibi 6ne
cikmaktadir. Bu bakis agisi, derin 6grenme dahil olmak iizere yeni makine 6§renmesi yontemlerinin ilag
kesif siirecinin farkli alanlarinda nasil uygulandigin1 gosteren 6rneklere genel bir bakis sunmaktadir

[24].

Yapay Zeka I

(Artificial o :
Makine Ogrenmesi

Intelligence(Al)) (Machine Learning
(ML))

‘
[

Yapay Sinir Aglan
(Artificial Neural
AI:1956°da kurulan ve insan zekisini ELOrEsENINE))
makineyle simiile etmeyi amaclayan akademik Derin Sinir Aglar (Deep
disiplin. Neural Networks(DNNs)

ML: Yapay zekinin hedeflerinden biri ve bilgisayar bilimi alaninda 8riintii tanima ve
hesaplamah 6grenme teorisi alanlarmdan gelisen bir alan. Modellerin performansi asamal
olarak iyilestirmesine izin vermek icin istatistiksel teknikler uygular.

ANN: Biyolojik sinir aglarindan gevsek bir sekilde esinlenen bir 6grenme algoritmasi; Makine
dgrenmesi gérevlerinde uygulanan dogrusal olmayan istatistiksel veri modelleme araci.

DNN: Farkh sekillerde etkilesimde bulunan birden ¢ok sinir agindan olusan platformlar. Derin
Ogrenme (DL), 6grenme gorevlerini gerceklestirmek icin DNN mimarilerini kullanan bir ML
algoritmalar simfidir.

Sekil 2. Yapay Zeka ve Derin Ogrenme Arasindaki Temel Tanimlar ve Iliskiler [23].

Genel olarak anlasilmasi gereken dort farkli makine 6grenmesi tiirii bulunmaktadir.
Denetimli 6grenme (Supervised learning), bir modelin belirli bir sonucu tahmin etmek i¢in etiketli

veri kiimeleri kullanilarak egitilmesidir ve gérev odaklidir [25]. Bunun bir 6rnegi, kantitatif yapi-aktivite
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iligkisi yaklagimdir. Bir kimyasalin ¢6ziiniirliik ve biyoaktivite gibi 6zelliklerini tahmin etmek i¢in
kullanilir [26]. Denetimli 6grenmede yapay sinir agina hem girdi hem de ¢ikt1 degerleri sunulur. Agin
iirettigi cikt1 ile istenen ¢ikt1 arasindaki fark sifir ya da sifira yakin bir degere ulagincaya kadar agirliklar
degistirilir. Algoritma kabul edilebilir dogruluga geldiginde (veya daha fazla ilerleme
kaydedilmediginde) ya da egitim veri kiimesi tiikendiginde bunlardan hangisi 6nce gelirse yineleme
sonlandirilir [27]. Bu 6grenme modelini kullanan aglara Takviyeli Ogrenme (Reinforcement Learning
(RL)), Perceptron ve Iliskili Hafizalar, Delta ve Genellestirilmis Delta Kurali, Vektdr Nicelik
Ogrenmesi, Geri Yayilma Algoritmas1 (Back-propagation algorithm), Stokastik Ogrenme (Stochastic
Learning), Karar Agaglar1 (Decision Trees), RF, SVM, Dogrusal ve Lojistik Regresyon (Linear and
Logistic Regression), Naive Bayes Siniflandiricisi (Naive Bayes Classifier), Dogrusal Ayrimeilik
Analizi (Linear Discriminant Analysis), k-NN algoritmalar1 ve Sinir Aglar1 (Neural Networks (NNs))
ornekleri verilebilir [28]. Denetimli makine 6grenmesinde iki tiir vardir: Siniflandirma ve Regresyon.
Tahmin edilen ¢iktinin sinirli bir degerler kiimesi oldugu gibi, sorun kategorik oldugunda siniflandirma
modelleri kullanilir. Regresyon modelleri, sorun bir aralik i¢indeki sayisal bir degeri tahmin etmeyi
icerdiginde kullanilir. Rastgele Orman, Otomatik Kodlayicilar (AutoEncoder (AE)) ve Evrisimli Sinir
Aglar1 (CNN) gibi cesitli farkli tiirde makine 6grenmesi modelleri bu kategorideki uygulamalara
ornektir [26].

Denetimsiz 6grenme (unsupervised learning), verilerle iliski bulmak icin etiketli verilerle egitime
bagli degildir. Veri odakli olup, gizli yapilar1 bulmak i¢in verilerdeki kaliplar1 6grenmeyi amaglar [25].
Denetimsiz 6grenmede, aga sadece girdi vektorii uygulanir. Girdi degerlerine uygun bir ¢ikti
uretilinceye kadar baglanti agirliklar1 degistirilir. Bu metot goriintii isleme, isaret isleme, kontrol
problemlerinde etkin olarak kullanilir [28]. Bunlardan en yaygin olanlari sunlardir: Hiyerarsik
Kiimeleme (Hierarchical Clustering), K-Ortalama Kiimeleme (k-Means Clustering), Gaussian Karigim
Modelleri (Gaussian Mixture Modeling (GMM)), Kendi Kendini Diizenleyen Haritalar (The Self-
Organizing Map (SOM)) ve Gizli Markov Modelleri (Hidden Markov Model (HMM)) [27].

Yart denetimli ogrenme (Semi-supervised learning), daha kiigiik bir etiketlenmis veri kiimesi,
birka¢ veriden bir modelin tahmin edilmesi gereken ve daha az maliyetli olan daha biiyiik bir
etiketlenmemis veri kiimesinin ic¢indedir. Egitim igin etiketli veri noktalarimi kullanir ve etiketli
verilerden gelen bilgileri kullanarak bilinmeyen 6rneklerin etiketlerini tahmin etmeyi amaglar [25, 29].
Giiglendirilmig ogrenme (Reinforced learning), siirekli 6grenen ve cevre ile etkilesimi olan ve belirli bir
veri setini kullanmay1 amacglayan bir sistemdir.

Yar1 denetimli Ogrenmede, denetimli Ogrenmeye benzer algoritmalar kullanilmigtir.
Giiclendirilmis dgrenme icin kullanilan algoritmalara Q-Ogrenme (Q-Learning) ve Derin Ogrenme

aglar1 6rnek olarak verilebilir [29].
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[lag kesfi ve gelistirilmesi ¢alismalarinda uygulanabilecek yapay zekanin belli alt alanlar Sekil

3’de topluca gosterilmistir [30].

YAPAY ZEKA
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Sekil 3. Yapay Zekanin Yontem Alanlari [30].

Makine 6grenmesinin kapsadig1 alt dallardan Derin Ogrenme, veri temsillerini dgrenmek igin
bircok dogrusal olmayan islem birimi katmaniyla yapay sinir aglar1 (Artificial Neural Networks (ANN))
kullanan bir makine 6grenmesi algoritmalari simifidir. Insan merkezi sinir sistemini taklit etmek icin
bagli yapay ndronlardan olusan, yapay sinir agi adi verilen geleneksel bir makine &grenmesi
algoritmasinin yeniden markalandirilmasidir [31, 32].

Derin Sinir Aglari (Deep Neural Networks (DNN)), birden ¢ok gizli katmana sahip tamamen
birbirine bagl sinir aglaridir. Her gizli katman, birden fazla dogrusal olmayan igslem birimini igerir.
DNN!'ler, birgok farkli katmanda birden ¢ok ndron kullanarak hiyerarsik diizeylerdeki 6zellikleri
otomatik olarak ¢ikarir [25].

2014 yilindan bu yana DNN'ler goriintii, ses ve metin tanima, otonom siiriis ve diger birgok iste
insan dogrulugunu agmistir [33]. 2014 ve 2015 yillarinda derin 6grenmedeki ilerlemelere iligkin ilag
endistrisine yapilan erken sunumlar siiphecilikle sonuglanmis ve reddedilmistir. Fakat 2017'de bir¢ok
ilag sirketi, yapay zeka girisimleri i¢in akademisyenlerle ortaklik kurmaya veya yerli Ar-Ge programlari

baslatmistir. DNN’lerin kiigiik molekiillerin farmakolojik 6zelliklerini ve biyobelirte¢ gelisimini tahmin
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etmek i¢in transkripsiyonel yanit verileri iizerine egitiminden, yeni kimyanin iiretilmesine kadar, derin
ogrenme teknikleri biyomedikal aragtirmanin bir¢ok alanina hizla yayilmistir.

Geleneksel makine 0grenmesi yontemleri, manuel olarak tasarlanmig 6zellikleri kullanirken,
derin 0grenme yontemleri, 6zellikleri giris verilerinden otomatik olarak 6grenebilir ve bu da ¢ok
katmanl ozellik ¢ikarma yoluyla basit 6zellikleri karmasik 6zelliklere doniistiirebilir. Ayrica, derin
O0grenme yontemlerinde geleneksel makine 6grenmesi yontemlerine gore daha az genelleme hatasi
vardir. Bu da daha tatmin edici sonuglar alinmasina yardime1 olur. Derin 6grenme yontemleri esas olarak
derin sinir aglarindan olusur. Evrisimli sinir agi, tekrarlayan sinir ag1 (Recurrent Neural Networks
(RNNs)), Otomatik Kodlayici, Kisith Boltzmann Makinesi (Recurrent Boltzmann Machines (RBN))
gibi kisimlar bu sinir aglarinin parcalaridir.

CNN, derin 6grenmedeki en temsili mimarilerden biridir. Goriintii ve ses tanimanin yani sira
dogal dil isleme gibi bir¢cok alanda yaygin olarak benimsenmistir. Genellikle goriintii tanima ve nesne
siniflandirmasi i¢in kullanilan ileri beslemeli bir sinir agidir. Cok boyutlu diziler bigiminde olan verileri
islemek i¢in olusturulmus veya gelistirilmistir. Bu nedenle CNN, ¢ogunlukla gen ekspresyon veri
analizinde kullamlir [34]. Geleneksel ilag kesfinde, CNN'ler, HTS sonuglar1 gibi deneysel ilag
testlerinden elde edilen goriintii verilerini analiz etmek i¢in de uygulanmistir. Goriintii tanimadaki
benzersiz avantajlar1 nedeniyle, CNN'ler ligand-protein etkilesimlerini tahmin etmek i¢in ve 3-boyutlu
goriintiileri i¢in de kullanilmigtir [21]. Adlari evrisimsel katmanlardan gelir. Modern CNN, 1980'lerde
Fukushima tarafindan, Hubel ve Wiesel'in bir kedinin gorsel korteksindeki alic1 alan (receptive field)
arastirmalarindan esinlenen Neocognitron'un gelistirilmesinden gelmistir [35,36]. Gorsel sinyalleri
islerken, yerel noron kaliplari duyusal bosluktaki belirli bolgeleri algilama sorumlulugunu istlenir ve
CNN, evrisimli katmanlarda iki ana karakter gelistirerek 6zelliklerini taklit eder: Seyrek Baglanabilirlik
ve Paylagilan Agirliklar [32].

RNNs, derin 6grenmedeki diger bir temsili tliriidiir. ANN'lerin "zaman serisi versiyonu" dur.
Ozellikle sekans verilerini islemeyi amaglayan RNN, NLP'de yaygin olarak kullanilmis ve biiyiik
basarilar elde edilmistir. Tahmin modellerinin ve dil modellerinin temelini olustururlar. RNN, bir
katmanin ¢iktisin1 kaydetme ve katmanin ¢iktisin1 tahmin etmek icin girisi geri besleme prensibiyle
caligir [32]. Tekrarlayan sinir aglarinda ileri beslemeli aglarin aksine, bir geri bildirim dongiisii vardir
[37].

Son zamanlarda, Al teknolojileri, 6zellikle derin 6grenme modelleri, giiclii genelleme ve 6zellik

cikarma kabiliyetleri nedeniyle ilag tasariminda biiyiik umutlar vaat etmektedir.

flac Kesfi ve Gelistirme Siirecinde Yapay Zeka
Ilag kesif siireci, halihazirda mevcut literatiirii okumaktan ve analiz etmekten potansiyel ilaclarin
hedeflerle etkilesim yollarini test etmeye kadar uzanir. flag kesfinin klinik dncesi gelistirme asamast,

hayvan modellerinde potansiyel ilag hedeflerinin test edilmesini icerir. Bu asamada yapay zekanin
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kullanilmasi, denemelerin sorunsuz ¢aligmasina yardimci olabilir. Arastirmacilarin bir ilacin hayvan
modeliyle nasil etkilesime girebilecegini daha hizli ve basarili bir sekilde tahmin etmesini saglayabilir.
Arastirmacilar, preklinik gelistirme asamasindan gectikten ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (The
United States Food and Drug Administration (FDA or USFDA))' dan onay aldiktan sonra, ilact insan
katilimcilarla test etmeye baslar. Genel olarak, bu dort asamali bir siirectir ve genellikle {liretim
yolculugunun en uzun ve en pahali asamasi olarak kabul edilir [38]. Sekil 4’de temsili bir ila¢ kesif

basamagi sematize edilmektedir.

ikincil Testler
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i ADME/T
7 o4
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Tasarim H o=
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ek &(’)’ Bilesik Karakterizasyonu

Sekil 4. Temsili bir ilag¢ kesfi basamaklar1 [39].

Insider Intelligence'mn ilag Kesfi ve Gelistirmede yapay zeka raporuna gore, Al sirketler igin ilag
kesif maliyetlerini %70'e varan oranda azaltabilir [38]. Ila¢ firmalarinin yapay zekd odakli ilag
calismalar1 Sekil 5°de grafik halinde listelenmektedir.

flag gelistirme siirecinde énemli firsatlar sunan Al’nin kullandig1 alanlarla ilgili bazi ¢alismalara
kisaca goz atacak olursak Oncelikle kiigiik molekiil tasiyan ilag¢ tasarimindaki uygulamasindan
bahsetmek gerekir. Al’'nin altinda yer alan DL modelleri, hesaplamali kimyada {i¢ ana alanda rapor
edilmistir Bunlar: yeni molekiiller olusturmak, ilag-hedef etkilesimlerini (drug-target interactions
(DTlIs)) tahmin etmek ve translasyonel arastirmalar i¢in emilim, dagitilim, metabolizma, atihm ve

toksisite (ADME/T) 6zelliklerini tahmin etmek [40]. Diger ML algoritmalari gibi, DL’de QSAR / QSPR
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(Quatitative Structure-Properties Relationship) modellerini olusturmada giderek daha basarili
uygulamalara dogru ilerlemektedir. Bunlarla ilgili baz1 uygulamalar Tablo 1°de verilmistir. 2012 nin
baslarinda Hilton grubu, kimyasal bilesik aktivitesi ve 6zellikleri tahmini i¢in gelistirdikleri DL yontemi
ile Merck Kaggle yarigsmasini [41] kazanmiglardir.
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Sekil 5. Pazarda A¢iklanan Yapay Zeka Odakli Biiyiik Biyo-Ilag Anlasmalari [38].

fla¢ kesfinde Al igin en onemli firsat, ilaglarm yeniden konumlandirilarak kullanilmasidir.
Donner ve arkadaslar1 gen ekspresyon veri temelli bilesik fonksiyonel benzerligini 6l¢gmek igin yeni bir
metod bildirmislerdir. Bu yaklagim, DNN’nin avantajlarin1 kullanarak bir molekiildeki fonksiyonlu
grubun yapisini tagiyan en yakin benzerlerini tasiyan bilesikleri biitiinliigli bozan verinin en aza
indirgenmesiyle bulabilmektedir. Bu yontemin bilesikler yapisal olarak farkli oldugunda bile paylasilan
terapotik ve biyolojik hedeflere sahip ilaglar1 belirleyebildigi ve bdylece bilesikler arasinda daha 6nce
bildirilmemis fonksiyonel iligkileri ortaya ¢ikarabildigi bildirilmistir. Bahsi gecen bu yaklasim
DeepCodex g¢evrimigi olarak kullanima sunulmustur [42]. Bu 6l¢lim, yapisal olarak farkli olmasina
ragmen biyolojik hedefleri paylasan bilesiklerin tamimlanmasina izin vererek, bilesikler arasinda
onceden bilinmeyen fonksiyonel iliskileri ortaya ¢ikarmistir [43].

Xie ve arkadaslari, Entegre Ag Tabanli Hiicresel Imzalar Kitapligi (Library of Integrated
Network-based Cellular Signatures (LINCS))’nin L1000 veritabanindaki transkriptom verilerini

kullanarak ilag-hedef etkilesimlerini 6ngoérmek icin bir DL metodu calismasi gerceklestirmisler ve
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modelin dogrulugunun %98 oraninda oldugunu bildirmislerdir [44]. Onceki verilerin derin 6grenme

yaklagimlariyla yeniden kullanilmasi, ilaglarin yeniden kullanilmasi i¢in 6nemlidir [45].

Tablo 1. Kii¢iik molekiillii ilag kesfinde DL’nin temsili uygulamalarinin &zeti [32].

Metod Ongordiigii Veri seti Ozellikler
RNN Bilesigin sudaki 1144, 1026, 74, 125 genisliginde Molekiiler grafik
¢Ozlinlrligi ¢oklu veri seti
DNN [lag-hedef etkilesimi 2710 ligand ve 836 hedef Molekiiler  tanmimlayicilar  ve
protein dzellikleri
DNN Ilag-hedef etkilesimi MATADOR  veri kiimesi ve | Molekiiler tanimlayicilar
STITCH veri kiimesi
DNN Gegirgenlik 663 + 209 kimyasal bilesik Molekiiler tanimlayicilar
DNN Toksisite Tox21 veri kiimesi Molekiiler parmak izleri ve
tanimlayicilar
RNN Bilesigin proteinle | ChEMBL veritabani; BindingDB Molekiiler parmak izleri ve
etkilegimi protein dizisi
CNN Biyolojik aktivitesi ChEMBL veritabani, DUDE veri | Molekiiler grafik (AtomNet)
kiimesi
CNN Sanal gosterimi DUDE veri kiimesi Molekiiler grafik ve doking
(yerlestirme) sonucu
AE Sanal gosterimi 6252 Parmak izleri
CNN Biyolojik aktivite/toksisitesi | 41,193/8014 2D kimyasal yap1 goriintiisii
RNN Biyolojik aktivitesi 756 SMILES
DNN Biyolojik aktivitesi ChEMBL veritabani Molekiiler  tanmimlayicilar  ve
parmak izleri
RNN Odaklanmig molekiiler | ChHEMBL veritabani SMILES
kitapliklar olusturma
RNN Yeni molekiiller tiretmek ChEMBL veritabani SMILES
Gan Yeni molekiiller tiretmek Birden ¢ok veri kiimesi SMILES
CNN Kohn-Sham kinetik enerjisi | 3D elektron yogunlugu Parmak izleri

Gan: Cekismeli Uretken Ag

LINCS Programu Kiitiiphanesi, gen ekspresyonundaki degisiklikleri ve hiicreler ¢esitli rahatsiz
edici maddelere maruz kaldiginda meydana gelen diger hiicresel siiregleri kataloglayarak, ag tabanli bir
biyolojik anlayisi olusturmay1 amaglamaktadir [46]. Metformin ve rapamisin, FDA onayli rapamisinin

mekanistik hedef (mechanistic target of rapamycin (mTOR)) inhibitorleridir ve mevcut klinik
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uygulamalarinin Gtesinde Onemli anti-kanser ve yaslanma Onleyici Ozellikler sergilerler. Bununla
birlikte, her biri, advers etkiler nedeniyle etiket dis1, profilaktik kullanim i¢in onay gerektiren sorunlarla
kars1 karsiyadir. Bu nedenle, metformin ve rapamisinin yaslanmay1 geciktirici etkilerini advers etkiler
olmaksizin taklit eden nutrasétikleri (daha giivenli, dogal olarak olusan bilesikleri) belirlemek igin bir
calisma baglatilmigtir. Metformin ve rapamisinin gen ve yol diizeyinde imzalarini haritalamak ve
800'den fazla dogal bilesik arasindaki eslesmeleri taramak igin LINCS veri kiimesine cesitli
biyoinformatik yaklagimlar ve derin 6grenme yontemleri uygulanmistir. Daha sonra, derin sinir agi
siniflandiricilarindan olusan bir toplulukla her bilesigin giivenligini tahmin edilmistir. Analiz, allantoin
ve ginsenosid (metformin), epigallokatesin gallat ve izoliquiritigenin (rapamisin) ve withaferin A (her
ikisi) dahil olmak {izere bir¢ok yeni aday metformin ve rapamisin mimetiklerini ortaya ¢ikarmistir.
Kesfedilmemis bu dort bilesik de rapamisin ile benzer skorda bulunmustur [46].

Bir ilag aday1 molekiiliin etki mekanizmasini ve in vivo giivenligini 6ngorebilen bir yapay zeka
platformu, bosa harcanan zamani ve maliyeti 6nemli dl¢iide azaltabilmektedir [26]. Bu amagla birkag
sirket ornegi verilebilir. Bunlar DeepTox ve ProCTOR dur [47, 48]. Bunlarin her ikisi de yeni
bilesiklerin toksisitesini dngormeyi amaglamaktadir. Bu Al platformlarinin performansinin, bilesiklerin
toksisitesine iliskin daha biiyilk ve saglam veri kiimeleri kullanabilir hale getirildikge artmasi
beklenmektedir

Zhavoronkov ve arkadaslari, de novo kiigiik molekiil tasarimi i¢in iiretken tensorial pekistirmeli
O0grenme (generative tensorial reinforcement learning (GENTRL)) adinda bir DL modeli
gelistirmiglerdir [49]. GENTRL, sentetik fizibiliteyi, yeniligi ve biyolojik aktiviteyi optimize
etmektedir. Arastirmacilar, GENTRL’i kullanarak 21 giin i¢inde fibroz ve diger hastaliklarda rol
oynayan bir kinaz hedefi olan Diskoid Alan Reseptorii 1'i (Discoidin Domain Receptor 1 (DDR1)) igin
giiclii inhibitorler kesfetmislerdir. Elde edilen sonuglari valide etmek icin Oneclikle bilesikleri
sentezlemisler ve daha sonra hiicre bazli testlerle biyokimyasal 6lgiimlerini yapmiglardir. Bu ¢alismada
elde ettikleri bir dncii aday bilesigin farelerde farmakokinetigi kanitlanmigtir. Bu ¢alisma 46 giinde
tamamlanmigtir. Bu g¢alisma bize hizli ve etkili molekiiler tasarim saglamak i¢in derin 6grenme
yontemlerinin potansiyelini gostermektedir.

Rastgele Orman, siniflandirma ve regresyon problemlerini bir grup karar agaci kullanarak ¢6zmek
icin popiiler bir yontemdir. Dikkatli tanimlayici se¢imi ve kapsamli parametre ayar1 olmadan bile QSAR
modellemesinde ¢ok iyi performans saglayabilir [50]. NCI-60 gibi hiicre hatt1 panelleri, ilag adaylarinin
proliferasyonu inhibe etme yeteneklerini test etmek i¢in uzun siiredir kullanilmaktadir. Daha 6nceleri in
vitro ilag duyarliliginin Ongoriicii modelleri, gen ekspresyon mikrodizilerinden olusturulan gen
ekspresyon belirteci kullanilarak olusturulmustur. Bu istatistiksel modeller, orijinal NCI-60'ta olmayan
hiicre hatlar1 igin ilag yanitinin 6ngorisiine izin verebilmektedir [51]. Siniflandirma ve regresyon

agaclarma (classification and regression trees, CART) dayanan bir yaklagim olan Rastgele Orman't
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kullanarak ila¢ cevabinin regresyon modellerini olusturan yeni bircok adimli algoritma gelistirilerek
mevcut teknikler iyilestirilmistir. Bu yontem, hem 19 meme kanseri hem de 7 Glioma hiicre hattindan
olusan bir panel i¢in ila¢ yanitin1 6ngérmede basarili olmus, diferansiyel gen ekspresyonuna dayali diger
yontemlerden daha iyi performans gostermistir. Bahsi gegen yazilim programi R dilinde yazilmis ve
ilgili gen ekspresyonu ve ila¢ yanit verileriyle birlikte ivDrug paketi olarak http://r-forge.r-project.org
adresinde mevcuttur.

lorio ve arkadaslar1 [52], gen mutasyon profilleri ve ekspresyon seviyeleri g6z Oniine alinarak,
kanser hiicre dizilerinde ila¢ molekiillerinin ICs¢'sini tahmin etmek icin elastik ag modelleri (elastic net
models) olusturmuslar ve bilesige bagli olarak bir dizi 6ngdriilenlerde dogruluk gézlemislerdir. Ayni
veri setini kullanan Corte’s-Ciriano ve arkadaslari ise [53] 6ngorii performansinin bazi durumlarda her
bir tahminde istatistiksel giiven Olcilisiine bagli olan RF modeli kullanilarak iyilestirilebilecegini
gostermislerdir.

ALOGPS, ilag tasarimi (ADME / T ve HTS) ve ¢evre kimyasi ¢aligmalari i¢in bilesiklerin logP,
suda ¢o6ziintirliik ve pKa’larina ait 6ngiirtiler saglamaktadir. ALOGPS 2.1, ilag tasarimi ¢alismalarinda
1-oktanol/su i¢indeki partisyon katsayilarini, logP'yi ve nétr bilesiklerin sulu ¢oziiniirliigiinii 6ngérmek
icin gelistirilmistir. Bu program Associative Neural Networks'iin kendi kendine 6grenme 6zellikleri
araciligiyla kullanici tarafindan saglanan yeni verileri birlestirme yetenegine sahip olmasi nedeniyle
ayricalikl bir 6zellige sahiptir [54].

Lusci ve arkadaslari, ila¢ benzeri molekiillerde suda ¢6ziiniirliik tahmininde bulunmak igin derin
o0grenme modelleri bildirmiglerdir [55]. Bu ¢alismada kimyasal yapilar grafige doniistiiriilmiis ve
modelleme i¢in yinelemeli sinir ag1 yaklagimlart uygulanmigtir.

Ferrero ve arkadaslari, Open Targets [56] platformundan c¢ikarilan gen-hastalik iliskisi
verilerine dayal1 olarak terapotik hedeflerin belirlenmesi iizerinde ¢alismiglardir [57]. Arastirmacilar,
ozellikle belirli bir genin bir ilag hedefi olma olasiligin1 6ngoérebilmek amaciyla RF, SVM, NNs ve
Gradyan Artirma Makinesi (Gradient Boosting Machine) gibi makine 6grenmesi modellerini
kullanmuglardir [58].

Molekiiler dinamik (MD) simiilasyonlari, reseptor islevini mekanik olarak agiklayabilmektedir.
Plante ve arkadaslari, yakin zamanda MD simiilasyonlarinin analizine yonelik bir makine 6grenmesi
yaklagimini tanimlamiglardir [59]. Makine 6grenmesi, ligandin neden oldugu reseptor konformasyonel
degisiklikleri arasinda ayrim yapmak icin giiclii bir analiz araci1 olarak kullanilabilir, bu da ligandin
farmakolojik etkisinde yer alan kalmtilarin tanimlanmasina izin verebilmektedir. Genis bir ligand
koleksiyonu incelenerek, makine Ogrenmesi yaklasimlar1 ile potansiyel olarak yeni ilaglarin
farmakolojik profili smiflandirabilir. Bu nedenle mekanizmaya dayali ilag kesfi i¢in umut verici

gortinmektedir [60].
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Dopamin D3 Reseptoriiniin (D3DR) etikloprite bagli inaktif durumunun molekiiler dinamik
simiilasyonlari, dort konjenerik modiilatordeki etkinlik degisikligini rasyonellestirme girigiminde
makine Ogrenmesine dayali bir yaklagim kullanilarak kiimelenmistir [61]. Reseptor-ligand
komplekslerinin genisletilmis MD trajektorlerini biriktirerek, ligand esnekligindeki artigin, inaktive
edilmis reseptoriin kristal yapisint asamali olarak nasil destabilize ettigi gézlemlenmistir. Bu modeli
ileriye doniik olarak dogrulamak icin, parsiyel bir agonist, yapisal bilgilere ve hesaplamali modellemeye
temelli rasyonel olarak tasarlanmis daha sonra sentezlenip test edilmistir. Elde edilen sonuglarin
ongoriilerle uyumlu ¢iktigr goriilmiistiir. Bu calisma, genisletilmis MD simiilasyonlar1 ¢ergevesinde
ligand esnekliginin aragtirilmasinin ilag tasarim stratejilerine yardimci olabilecegini, bilgi verebilecegini
ve bunun in silico'da (bilgisayar ortaminda) islevsel testlerin gii¢lii bir karsiligi olarak potansiyel
roliiniin altin1 ¢izebilecegini ileri siirmektedir

Siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriisii 2’nin (Severe Acute Respiratory Syndrome
causing Coronavirus (SARS-CoV-2)) viral proteinleri tizerinde etkili olabilecek ticari olarak kullanilan
mevecut ilaglari belirlemek i¢in Molekiil Transformatorii-ila¢ Hedef Etkilesimi (Molecule Transformer-
Drug Target Interaction (MT-DTI)) ad1 verilen 6nceden egitilmis (pre-trained) derin 6grenme tabanl
ilag-hedef etkilesim modeli kullanilmis ve sonug olarak, insan immiin yetmezlik viriisiinii (HIV) tedavi
etmek ve dnlemek i¢in kullanilan bir antiretroviral ilag olan atazanavirin en iyi kimyasal bilesik oldugu
ve SARS-CoV-2 3C benzeri proteinaza karsi 94,94 nM'lik bir inhibitér potens ile remdesivir (113.13
nM), efavirenz (199.17 nM), ritonavir (204.05 nM) ve dolutegravir (336.91 nM) den daha etkili oldugu
bildirilmistir [62]. Bu derin 6grenme modeli sayesinde farkli bir viral enfeksiyonun tedavisinde
kullanilan antiretroviralin baska bir viral enfeksiyondaki etkinligi ortaya konmustur.

Green ve arkadaglar1, 2020 yilinda, kimyasal yap1 olusturma, deneysel tasarim, aktif 6grenme ve
kemoinformatik araclar i¢in metodlari entegre eden otomatik molekiiler tasarim igin Heterojen,
Otomatiklestirilmis Is Akis1 kullanan Biyolojik Tepki Analizi ve Tasarim Sistemi (Biological Response
Analysis and Design System using an Heterogenous, Automated Workflow (BRADSHAW)) adli
sistemi ortaya koymuslardir [63]. Bu program, tasarla—yap-test et- analiz et (The Design-Make-Test-
Analyse cycle (DMTA)) dongiisiinde otomatik molekiiler tasarima izin vermektedir. Basit kullanici
araylzii, biiyiik 6lgekli otomatik tasarima erisimi kolaylastirirken, ¢ok hizli hareket eden bir alanda
kritik bir gereksinim olan yeni algoritmalar1 tanitmak icin gereken yazilim gelistirmeyi en aza
indirgemek icin tasarlanmistir. Sistem, bir otomasyon felsefesi, en iyi uygulama, deneysel tasarim ve
hem geleneksel kemoinformatiklerin hem de modern makine 6grenimi algoritmalarmin kullanimini
icermektedir. Geriye doniik bir durum ¢aligsmasinda, BRADSHAW’1in MMP12 inhibitorlerinin tasarimi
icin oncii bilesik optimizasyonunda nasil basarili bir sekilde kullanilabildigi gosterilmistir.

ADAM'lar (bir disintegrin ve metaloproteinazin kisaltmasi), hiicre yapismasi, gog, hiicresel

sinyalleme ve proteoliz vb. fizyolojik siireclerde rol alan transmembran proteinler ailesine aittir [64, 65].
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ADAM'larin 6nemli bir {iyesi olan ADAMI10'un Alzheimer, prion hastaligi, alerjik reaksiyonlar,
glioblastoma ve pankreas kanserinin [66-69] tedavisi i¢in umut verici bir hedef oldugu kanitlanmistir.
ADAMI10 inhibitorlerinin molekiiler generatif modelini olusturmak igin, gecisli tekrarlayan birim
(Gated-Recurrent-Unit (GRU)) tabanli derin sinir agi, transfer 6grenmesi ile birlikte basariyla
kullanilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gére, GRU tabanli generatif modelin, molekiillerin
SMILES gramerlerini dogru bir sekilde 6grenebildigini ve yeni potansiyel ADAMI0 inhibitorleri
iretebildigini gostermistir. Geleneksel ligand tabanli yontemlerle karsilagtirildiginda, GRU tabanl
generatif model, kimyasal ligandlarin yalnizca SMILES bilgilerini gerektirir ve etkili genis bir seri
potansiyel yeni yapilar olusturabilir. Bu benzersiz avantajlar, de novo ila¢ tasarimi ve biiyiik dlgekli
sanal tarama aragtirmalarinda son derece yararli kilmaktadir [70].

Bu c¢alismalara benzer sekilde Segler ve arkadaslari [71], SMILES notasyonunun sézdizimini
ogrenmek icin tekrarlayan sinir aglarini kullanmislar ve daha kiigiik bir bilesik setiyle 6nceden egitilmis
bir aga ince ayar yaparak hedef odakli kiitiiphaneler olusturmuslardir. Bu transfer 6grenme yontemi,
biyolojik olarak aktif molekiillerin 6ngdriilmesinde basariyla kullanilmustir.

CRISPR / Cas9, gen inaktivasyonu, aktivasyonu, mutasyonu ve kromozom yeniden
diizenlemeleri i¢in ¢ok yonlii bir genomik miihendislik aracidir [72]. Biyoteknoloji uzmani Christof
Fellmann, CRISPR-Cas'in hedef molekiilleri tanimlamaya yardimer olmasinin ilag kesfi {izerinde ¢ok
onemli bir etkiye sahip olacagini agiklamistir. Arastirmacilar, sistemi kasith olarak genleri aktive etmek
veya engellemek i¢in kullanarak hastaliga neden olan veya engelleyen genleri ve proteinleri
belirleyebilir, boylece potansiyel ilaglar igcin hedefler belirleyebilmektedir. CRISPR — Cas, ayni
zamanda, hastaliklari tam olarak taklit eden hiicresel ve tiim hayvan modeli sistemleri olusturmay1 da
kolaylastirmaktadir. Bilim insanlarinin ilaglarin giivenligini ve etkinligini daha dogru bir sekilde
dogrulamasina olanak taniyip, bu tiir modellerin klinik caligmalarda ne olacagina dair daha iyi
ongoriiciiler olmasini saglamaktadir [73].

AtomNet, ilag kesif uygulamalari i¢in kiiclik molekiillerin biyoaktivitesini tahmin etmek igin
tasarlanmus ilk yap1 tabanli, derin evrigimli sinir agidir [74]. AtomNet, atom tipleri ve yapisal protein-
ligand etkilesimi parmak izleri (SPLIF'ler) gibi yapisal 6zellikleri ¢ikarmak i¢in ilag-hedef kompleksine
yerlestirilmis {i¢ boyutlu (3D) bir 1zgara (grid) gosterimini kullanir ve bunlar daha sonra tek boyutlu bir
kayan nokta vektoriine agilir. AtomNet, bir calisma setinden gergek aktif bilesiklere oncelik vermede
Surflex-Dock [75] ve DOCK [76] gibi yaygin olarak kullanilan yerlestirme algoritmalarindan daha iyi
performans gostermistir.

Klinik aragtirmalara giren ¢ogu ila¢ basarisiz olur, bu da genellikle ilag yanitin1 yoneten
mekanizmalarin tam olarak anlagilamamasindan kaynaklanir. Makine 6grenimi teknikleri, daha iyi ilag
yanit1 tahminleri i¢in muazzam bir umut vaat ediyor, ancak ¢ogu yorumlanabilirlik eksikligi ve

monoterapilere odaklanmalar1 nedeniyle klinik uygulamaya ulasamadi [77]. Bu zorluklari, 1.235 tiimor
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hiicresi hattinin 684 ilaca verdigi yanitlar iizerine egitilmis insan kanser hiicrelerinin yorumlanabilir bir
derin 6grenme modeli olan DrugCell’i gelistirerek ele almiglardir. DrugCell 6ngoriileri hiicre hatlarinda
dogrudur ve ayrica klinik sonuglar1 smiflandirir. DrugCell mekanizmalarinin analizi, kombinatoryal
CRISPR, in vitro ilag-ilag taramasi ve hastadan tiiretilmis ksenograftlar ile sistematik olarak
dogruladiklar sinerjik ila¢ kombinasyonlarimin tasarimia dogrudan gotiiriir. DrugCell, 6ngdriicii tip
i¢cin yorumlanabilir modeller olugturmak i¢in bir plan saglamaktadir.

DeepACTION derin d6grenme tabanl bir yontemdir. Bu hesaplamali yaklagim yeni etkilesimleri
(ilag-hedef ciftleri) belirleyebilir ve ilacin yeniden kullanim siirecini hizlandirabilir. Bu sayede bilim
adamlarini ilag gelistirmeye motive etmek i¢in eksiksiz bilgi saglayabilmektedir. Yontem bir dogrulama
testi (5 kat CV) altinda mevcut algoritmalarla karsilagtirilmis ve deneysel sonuglar, yontemin tiim 6l¢im
metrikleri agisindan tahmin performansi elde ettigini ve DrugBank veri setinden yeni ¢iftleri (ilag-hedef)
tahmin edebildigini gostermektedir [78].

DeepCPI, biiyilk miktarda etiketlenmemis veriden, bilesiklerin ve proteinlerin Ortiik ancak
etkileyici diisiik boyutlu 6zelliklerini otomatik olarak 6grenen derin 6grenme yontemini kullanan bir
algoritmadir. DeepCPI tarafindan baslatilan sanal tarama ile kiigiik molekiillii bilesiklerin, glukagon
benzeri peptid-1 reseptorii (GLP-1R), glukagon reseptoric (GCGR) ve vazoaktif bagirsak peptid
reseptorii (VIPR) dahil, G proteinine bagl reseptdr (GPCR) ailesindeki gesitli hedeflerle etkilesimi
belirlenmistir. Bu durum DeepCPI'nin yeni bilesik-protein etkilesimlerinin dngoriisii igin yararli ve
giiclii bir ara¢ oldugunu, bu nedenle ilag kesfine ve yeniden konumlandirma ¢abalarina yardimci
olabilecegini gostermektedir [79].

PASS Online, farmakolojik etkiler, etki mekanizmalari, toksik ve yan etkiler dahil olmak lizere
4000'den fazla biyolojik aktivite tiiriinii tahmin etmeye yonelik Bayes yaklagiminin bir 6rnegidir [80].
Bilesigin tahmini biyolojik aktivite profilini elde etmek icin sadece yapisal formiil gereklidir; boylelikle
bilgisayarda tasarlanan ancak heniiz sentezlenmemis sanal yapi i¢in bile Ongoriide bulunmak
miimkiindiir. Bayes aginin yapi 6grenmesini igeren etiket siniflandirma yontemi olan DRABAL,
400.000'den fazla bilesigin 1,4 milyondan fazla etkilesimini incelemek ve PubChem BioAssay veri
tabanindan bes biiylik HTS testi arasindaki mevcut iliskileri analiz etmek i¢in gelistirilmistir [81].

Yakin zamanda, Birlesik Krallik'ta yeni kurulan Exscientia ile Japon ilag sirketi Sumitomo
Dainippon Pharma arasindaki bir is birligi ile obsesif kompulsif bozukluk i¢in Al kullanilmasiyla
tasarlanmig bir ilag olan DSP-1181 bildirilmistir [82]. Gelismis yapay zekd metodolojilerinin
kullanilmasi ile, ilgili kimyasal alan verimli bir sekilde daraltilarak, yapay zeka tarafindan tasarlanmis
5-HT1a (5-Hidroksitriptamin 1A) reseptor agonistinin sadece 12 ayda klinige ulagmasi saglanmistir.
Normalde bu siire¢ birkag yildan on yila kadar siirebilirdi.

Genel olarak, Al'nin gesitli stratejiler yoluyla ilag kesif verimliliginde artislar saglayabilecegi

agiktir [26]. Tablo 2’de ilag gelistirme siirecinde kullanilan bazi1 yapay zeka araglari verilmektedir.
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Tablo 2. ilag kesfinde kullanilan yapay zeka araglarina drnekler [30].

eden yazilim

Araclar Ayrintilar Web Sitesi URL

DeepChem Ilag kesfinde uygun bir aday bulmak icin https://github.com/deepchem/deepc
python tabanli bir Al sistemi kullanan MLP | hem
modeli

DeepTox Toplam 12.000 ilacin toksisitesini tahmin www.bioinf.jku.at/research/DeepTo

X

DeepNeuralNetQSAR

Bilesiklerin molekiiler aktivitesinin
saptanmasina yardimci olan hesaplama
araglariyla yonlendirilen Python tabanli
sistem

https://github.com/Merck/DeepNeur
alNet-QSAR

ORGANIC

Istenilen 6zelliklere sahip molekiiller
olusturmaya yardimci olan bir molekiiler
olusturma aract

https://github.com/aspuru-guzik-
group/ORGANIC

PotentialNet

Ligandlarin baglanma afinitesini tahmin
etmek i¢in NN'leri kullanir

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021
facscentsci.8b00507

puanlamak i¢in bir puanlama islevi

Hit Dexter Biyokimyasal testlere yanit verebilecek http://hitdexter2.zbh.uni-
molekiilleri tahmin etmek i¢in ML teknigi hamburg.de
DeltaVina Ilag-ligand baglanma afinitesini yeniden https://github.com/chengwang88/del

tavina

Neural graph fingerprint

Yeni molekiillerin 6zelliklerini tahmin
etmeye yardimci olur

https://github.com/HIPS/neural-
fingerprint

formatta raporlanmasina yardimci olur

AlphaFold Proteinlerin 3 boyutlu yapilarini tahmin https://deepmind.com/blog/alphafol
eder d
Chemputer Kimyasal sentez prosediiriiniin standart https://zenodo.org/record/1481731

Yapay Zeka Uygulamalarina iliskin Dezavantajlar

Yapay zeka teknolojisi, 6zellikle derin 6grenme yontemi, farmasoétik bilgileri (6rnegin, QSAR ve
kimyasal yap1) biiyiik miktarda farmasotik veriden dgrenmek icin kullamlabilir. Ogrenilen bilgi daha
sonra molekiilil istenilen 6zelliklere sahip olarak tasarlamak, molekiiler 6zellikleri optimize etmek ve
molekiiliin klinik onay basar1 oranim ilerletmek i¢in uygulanabilir. Yapay zeka teknolojisi, giiclii veri
madenciligi yetenekleri sayesinde bilgisayar destekli ila¢ tasarimina yeni bir soluk getirmistir. Ancak
bazi sorunlar mevcuttur [83].

Tibbi arastirmalarda yapay zekanin karsilastigi veri eksikligi, birlikte ¢aligabilirlik eksikligi ve
boyutluluk gibi bir¢ok zorluklar bulunmaktadir [26]. Veri eksikligi, yapay zekay1 uygulamak isteyen
her sektorde tekrar eden bir sorundur. Geleneksel bir biyolojik ¢aligmanin gegerli olmasi igin minimum
ornek sayisi bes olmalidir. Bununla birlikte, ¢ogu makine 6grenmesi algoritmasinin iyi performans

gostermesi igin yiizlerce veya binlerce veri noktasi / Ornegi lizerinde egitilmesi gerekir. Ayrica,



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(2): 400-427, 2021 Celik ve ark. 417

etiketlenmis verileri elde etmek zor olabilir ¢iinkii bu genellikle bir tiir manuel girdi gerektirir. Bazi
durumlarda istenen verileri igeren biiyilik veritabanlar1 mevcut olmayabilir. Bununla miicadele etmek
icin stratejilerden biri veri artirmadir. Veri artirma, gercek verilerden yapay veri olusturma siirecidir.
Cesitli veri artirma yaklagimlari vardir; nihayetinde yeni veri toplamadan egitim modelleri i¢in mevcut
verileri artirir [26]. Diger bir yaklagim transfer 6grenme teknolojisinin geligtirilmesi olabilir [83].

Tahmine dayali modeller olusturmak icin deneysel verileri kullanirken bir baska zorluk ve
belirsizlik kaynagi, verilerin yanliglikla dogru bildirilmemesidir. Yanlis raporlama, bilimsel literatiirde
rapor edilen ve veri tabanlarinda saklanan rapor edilen degerlerde, gen tanimlayicilarinda, birimlerde
veya diger parametrelerde basit yazim hatalar1 seklinde olabilir. Yanlis bildirilen bir veya iki veri noktasi
bile tahmine dayali bir modelin sonuglarini ¢arpitma potansiyeline sahiptir. Veri iyilestirme ve veri
raporlamadaki olas1 hatalarin belirlenmesi, yapay zekanin ilag kesfiyle ilgili olabilecegi baska bir alandir
[84].

Makine 6grenmesinin kars1 karsiya kaldigr bir diger zorluk da modelin hala gizemini koruyor
olmasidir. Uygulanabilirlik alanlarinin ortaya ¢ikmasina benzer sekilde, yeni Al araclarini dogrulamak
ve degerlendirmek i¢in hangi uygun kontrollerin oldugu konusunda topluluk arasinda bir fikir birligine
varilmas1 gerekir [85]. 'Kara kutu modeli' terimi genellikle bir modelin nasil belirli tahminlerde
bulundugunu ve performans gosterdigini agiklamak zor oldugunda kullanilir. Cogu makine 6grenmesi
modeli, tahmin edilen sonuglarin altinda yatan biyolojik mekanizmalar hakkinda bilgi sahibi olmadan
veya bunlara dikkat etmeden tahmin dogrulugu igin optimize edilmis "kara kutular"dir [86, 87]. Her
katman modele karmasiklik Kkattigindan, her katmanin ¢iktilarin1 katlanarak karmagik hale
getirebileceginden ve katman sayisi arttigindan, bu durum daha olasidir. Ancak, Yerel Yorumlanabilir
Model-Agnostik Agiklamalar (Local Interpretable Model-agnostic Explanations (LIME)) [88] ve
SHapley Katki Ac¢iklamalar1 (Shapely Additive Explanations (SHAP)) gibi daha fazla agiklanabilirligi
aydinlatmak icin ¢esitli araclar gelistirilmektedir [89]. LIME, modelin davraniginin yerel dogrusal bir
yaklagimini benimser, SHAP ise model ¢iktisini agiklamak i¢in oyun teorisine dayali bir yaklasim
kullanir. Hem LIME hem de SHAP ve diger benzer stratejilerin makine 6grenmesinde yaygin uygulama
haline gelecegi ve klinige daha fazla Al teknolojisi getirmek icin gerekli olacagi ongoriilmektedir [26].

Tibbi verilerde yapay zeka ile tekrar eden bir sorun, boyutluluk laneti olarak bilinir. Bu, kullanilan
veri setlerinin az sayida ornege ve bir¢ok Ozellige sahip oldugu zamandir. Bu, tipik olarak binlerce
ozellik ve 100'den az 6rnek verdikleri igin tibbi omik veri setlerinde yaygin bir durumdur; boylece
mevcut veriler seyreklesir. Bu sorun, gesitli boyut indirgeme teknikleriyle ele alinabilir [26]. Sinir ag
modellerini egitmek bir¢ok parametrenin ayarlanmasimi igerir, ancak yalnizca birka¢ pratik kilavuz

vardir ve bu modellerin optimizasyonlari i¢in eksiksiz teorik sistemler hala ulasilamazdir [83].
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SONUC VE TARTISMA

Hesaplama giiciiniin hizli gelisimi ve hesaplamali kimya ve biyolojinin hizli gelisimi sayesinde,
bilgisayar destekli ilag¢ tasarim teknikleri, arastirma siirecini hizlandirmak igin ilag¢ kesif ve gelistirme
hattinin hemen hemen her asamasinda basariyla uygulanmistir [83]. Ana hedef preklinik ve klinik
aragtirmalarla ilgili maliyeti ve riski azaltmaktir. Yapay zeka teknolojisi, makine 6grenimi teorisinin
gelisimi ve farmakolojik verilerin birikmesi sayesinde, gii¢lii bir veri madenciligi araci olarak, sanal
tarama, aktivite ongérme, QSAR analizi de nova ilag¢ tasarimi ve in silico absorbsiyon, dagilma,
metabolizma, atilim ve toksisite (ADME/T) 6zelliklerinin degerlendirilmesi gibi ilag tasariminin gesitli
alanlarinda rol oynamaktadir. Yapay zeka tabanli modellerin fiziksel bir agiklamasini saglamak hala zor
olsa da aslinda ¢ok yonlii sistemler araciligiyla ilag¢ kesfinin manipiile edilmesine yardimci olmak igin
biiyiik bir gii¢ olarak hareket etmektedir. Son zamanlarda, giiclii timevarim yetenegi ve giiclii 6zellik
ekstraksiyon yetenegi nedeniyle, molekiiler 6zelliklerin 6ngoriilmesinin yant sira, ilag tasarimi alaninda
Al teknolojilerinin uygulanmasini daha da tegvik edecek olan istenen molekiilleri olusturmada derin
O0grenme yontemleri kullanilmaktadir.

Yapay zeka, ila¢ kesfinin ilk asamalarindan baglayarak tamamiyla in silico ortamda istenen
aktiviteyi gosteren yeni Oncii bilesikler gelistirmek i¢in kullanilmaktadir [90]. Hesaplamali de novo
tasarimi ile yapay zekay birlestirmek, bilinen yararl bilesiklerin 6grenilmesine ve planl bir biyolojik
aktivite ile kimyasal olarak dogru ve sentezlenebilir yapilarin iiretilmesine olanak saglayabilmektedir
[91]. Bu uygulamalar sayesinde emek, zaman, maliyet ve bunun gibi bir¢ok konuda tasarruf ve avantaj
saglanmaktadir. Yapay zekda uygulamalarinin giderek yayginlagsmasimin sebebi bu avantaj ve
tasarruflardir.

Su anda, bir¢ok ilag sirketi ila¢ gelistirme programlarinda artan maliyetler ve verimliligin
azalmasi nedeniyle zorluklarla karsilasmaktadir [3]. Son zamanlarda, bu siiregleri daha maliyet ve
zaman agisindan verimli hale getirebilecek birgok etkileyici yapay zeka yontemi ve araci gelistirilmistir.
Ilag taramasida Al / ML kullanimi buna bir &rnektir. Geleneksel yiiksek verimli tarama kiitiiphanesi
genellikle yaklagik bir milyon bilesik igerir ve her bir bilesik tipik olarak 50-100 Amerikan Dolari
tutarindadir. Bu nedenle, bir ilk tarama siireci birkag milyon Amerikan dolarma ve birka¢ aylik
calismaya mal olabilir. Sonraki 6ncii bilesik optimizasyonunun, preklinik ila¢ adaylarinin belirlenmesi
birkag yil stirebilir. Aksine, Al yardimyla, birka¢ milyar molekiilden olusan sanal bir bilesik kitaplig:
birkag¢ giin i¢inde taranabilir. Yapay zeka tabanli bir hesaplama hatt1 kullanarak klinik 6ncesi adaylar
belirlemek yalnizca birkag ay ila 1 y1l siirebilir [88, 92].

Yapay zeka tabanli hesaplamali yaklagimlarmn ilag gelistirme tizerindeki biiyiik etkisi géz 6niine

alindiginda, bu alandaki yonelimlerin ve bu alana bagvuranlarin sayist hizla artmaktadir. Dahasi, birgok
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ilag sirketi, 2017'den beri yapay zeka girisimleri ve akademik kurumlarla is birligi yapmanin yani sira
dahili yapay zeka tabanli Ar-Ge programlarina yatirim yapmaktadir.

Bugiine kadar, yapay zekanin klinik deneyler i¢in hizli bir sekilde kullanilabilir hale
getirilebilecek ve onaylanirsa saglik hizmetleri ile birlestirilebilecek yeni aday tedavileri belirleme
potansiyeli benzersiz olup yapay zekay ileri teknolojilerin merkezi haline getirmektedir. Bu nedenle
Al, insan hastaliklari, 6zellikle de Koronaviriis Hastaligi 2019 (Coronavirus Disease 2019 (COVID-19))
gibi yeni ortaya ¢ikan hastaliklar i¢in ilag¢ gelistirme ve mevcut ilaglarin yeniden kullanilmast i¢in umut
vericidir [93].

Son olarak, DL ydntemlerinin hala "karanlik bir si" veya "kara kutu" oldugunu vurgulamak
onemlidir [88]. Egitim asamasinda, bir sinir agina yalnizca etiketli belirli bir girdi verilir. Ozellikler
acikea belirtilmemistir ve ag1 olusturan kisi bile ara asamalarda neyin incelendigini veya modelin neden
belirli bir sonuca vardigini bilemeyebilir [94]. Sonug olarak, ilag¢ kesif dongiisiinii hizlandirip yapay
zeka araglarini sisteme dahil etmek icin biiylik miktarda ¢alisma yapilmistir; ancak ilag kesfinde yapay
zekanin tam potansiyeli gerceklestirilmeden 6nce bu araglarin daha basarili uygulamalar1 gerekli

olacaktir [39].
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0z

Amag: Son 20 yilda nanoteknolojik gelismeler ile birlikte ilag¢ molekiillerinin beyne hedeflenmesine yénelik
calismalarda artis gozlenmektedir. Beyin, kan dolasimindan kendine 6zgii bir bariyer ile ayrilmistir. Kan-beyin
bariyeri olarak adlandirilan bu yap: astrosit, perisit, endotel hiicreleri ve bunlar arasinda bulunan siki
baglantilardan olusmaktadir. Molekiillerin beyne gecisini engelleyen enzimatik aktivitenin yaninda, beynin
sistemik dolasimdan kan-beyin bariyeri ile ayrilmasi, terapétik molekiillerinin beyne gegisini olumsuz
etkilemektedir. Bu yiizden merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda tedavi zorlagmakta, terapétik etki azalmakta
veya gozlenememektedir. Bu durumu anlamak ve olasi sorunlari giderebilmek icin beynin ve kan-beyin
bariyerinin yapist bilinmeli, ila¢ molekiillerinin gegis mekanizmalart aydinlatilmalidir. Beyne hedeflemede ilag
tasiyict sistemlerin onemi giinden giine artmaktadir. Uretilen sistemler arasinda kat lipit nanopartikiillerin
kolay iiretimi, biyo-uyumlulugu, biyo-bozunabilirligi ac¢isindan diger sistemlere goére avantajlart
bulunmaktadir. Bu derlemede, kan beyin bariyerinden bahsedilmesi, beyne ila¢ hedefleme yontemlerinin
agiklanmast ve beyne ilag molekiillerinin hedeflenmesinde kati lipit nanopartikiillerle yapilan ¢alismalardan
Soz edilmesi amag¢lanmistir.

Sonug¢ ve Tartisma: [la¢ molekiillerinin beyne hedeflenmesinde kan-beyin bariyeri en biiyiik engeldir. Bu
engeli asabilmek amaciyla gelistirilen sistemlerden biri de kati lipit nanopartikiiller olmusg, sayisiz calismalarla
etkinligi kamitlanmustir. Hedefleme ile merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda ilaglarin  etkinliginin
arttirtlabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Beyne hedefleme, ilag tasyyici sistemler, kan-beyin bariyeri, kati Ilipit
nanopartikiiller

ABSTRACT

Obijective: In the last 20 years, with the nanotechnological developments, there has been an increase in
studies aimed at targeting drug molecules to the brain. The brain is separated from bloodstream by a unique
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barrier. This structure, called the blood-brain barrier, which consists of astrocytes, pericytes, endothelial cells
and tight junctions between them. Apart from the enzymatic activity that prevents the passage of molecules to
the brain, the separation of the brain from the systemic blood circulation by the blood-brain barrier negatively
affects the passage of therapeutic molecules. The structure of the brain and the blood-brain barrier must be
known and the penetration mechanisms of drug molecules to the brain must be elucidated. In this review, we
aimed to mention the blood-brain barrier and drug targeting methods to the brain. Also, importance of the solid
lipid nanoparticles in targeting drug molecules to the brain will be emphasized.

Result and Discussion: Blood-brain barrier is the biggest obstacle in targeting drug molecules to the
brain. One of the systems developed to overcome this obstacle is solid lipid nanopatrticles. It has been observed
that the effectiveness of drugs in central nervous system disorders can be increased by targeting.

Keywords: Blood-brain barrier, drug delivery systems, solid lipid nanoparticles, targeting to the brain

GIRIS

Nanoteknolojik gelismeler, eczacilik alaninda ilaglarin kontrollii salimi ve istenen bolgeye
hedeflendirilmesi agisindan son yillarda biiyiik gelismeler gostermistir. Tedavide baglica amaglardan
biri olan hedefleme ile ilag molekiiliiniin etkinligi arttirilmakta, istenen bdlgeye erisildigi igin olas1 yan
etkiler azalmakta ve daha etkin tedavi saglanmaktadir [1].

Diinya ilag pazarina bakildiginda, merkezi sinir sistemi hastaliklar igin {iretilen ilaglarda 2019
yili itibar1 ile 86 milyar dolarlik harcama gozlenmistir. Bu durum 2020’ de Covid-19 pandemisi
nedeniyle azalsa da, 2021’ de 101 milyar dolar, 2022’ de ise 131 milyar dolar olacagi tahmin
edilmektedir [2].

Merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda ilag molekiillerinin beyne gecisi biiyiikk 6nem arz eder.
Ancak bu durum, kan-beyin bariyerinden 6tiirii olduk¢a zordur. Bu bariyerin yapisindan ve anatomik
ozelliklerinden dolayi ilag molekiillerinin beyne gecisi biiylik cogunlukla engellenmektedir. Bu engeli
asabilmek adina bir¢ok ¢alisma yapilmis ve farkl 6zelliklerde ilag tasiyict sistemler gelistirilmistir [3].
Beyinde terapotik doza ulasabilmek adina gelistirilen ila¢ tasiyict sistemlerinin bir takim 6zellikleri
olmasi gerekmektedir. Bu o6zelliklerden bazilar1 yiiksek ilag yiikleme kapasitesi ile kiigiik partikiil
biiytikliigiine sahip stabil ve biyo-uyumlu olmalaridir.

Kati lipit nanopartikiiller, lipozom, emiilsiyon ve polimerik nanopartikiillere alternatif olarak
gelistirilen ilag¢ tasiyici sistemlerden biridir. Kati yagin emiilsiyondaki sivi yaga gore avantaji, kontrollii
salim saglayabilmesidir. Ayrica katt yagdan &tiirli sistemin stabilitesi yiiksektir. Kati lipit
nanopartikiillerin boyutu 10-1000 nm arasinda degisiklik gosterir. Yapilarinda bulunan maddeler biyo-
uyumlu ve biyo-bozunabilirdir [4]. Kisaca kati1 lipit nanopartikiiller, ilag tasiyici sistem olarak
kullanilmak ve istenilen bolgeye hedeflendirilmek agisindan biiyiik bir potansiyel tagimaktadir. Bu
derlemede beynin yapisindan, kan-beyin bariyerinden ve beyne ilag hedeflenmesinde kullanilan
yontemlerden bahsedilmis; kati lipit nanopartikiillerin iiretim yontemleri ve beyne hedeflendirilmesi

hakkinda bilgiler verilmistir.
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Kan-Beyin Bariyeri

Beyin, viicut fonksiyonlarini ve faaliyetlerini kontrol eden organdir. Viicuttan izole halde bulunan
beyin, sistemik kan dolagimindan bir bariyer ile ayrilmistir. Kan-beyin bariyeri olarak adlandirilan bu
yapi, bircok molekiiliin sistemik dolasimdan beyne gecisini engellemektedir. Istenmeyen kimyasallar
yaninda terap6tik maddelerin de gegisi olduk¢a zordur. Bu sebeple merkezi sinir sistemi
rahatsizliklarinda tedavi zorlagsmaktadir [5].

Sistemik kan dolagimu ile beyin arasindaki bu bariyeri olusturan hiicreler, viicutta bulunan diger
hiicrelerden farkli olarak aralarinda bosluk olmayacak sekilde cok siki dizilmislerdir. Bu hiicreler

astrosit, perisit, endotel hiicrelerinden ve bu hiicreler arasinda bulunan siki baglardan olusmaktadir [6].

Perisit hiicreleri Hiicreler arasi siki baglantilar (tight junction)

Nira Beyin kapiller endotel hiicreleri

Kan damar

Mikraglia hiicreleri

Kan hiicresi

Sekil 1. Kan-beyin bariyerinin sematik gosterimi

Kan-beyin bariyerinin, hidrofilik ilag molekiillerinin beyne ge¢isini biiyiik oranda engelledigi
bilinmektedir. Lipofilik ilaglarda ise bu durum farklidir. Uygun molekdil agirligma (<500 dalton) sahip,
uygun partisyon katsayisina (log P =2 - 2,5) sahip, hidrojen bag sayis1 8 — 10 arasinda olan lipofilik
molekiillerin beyine gecisi kolaydir. Bu olay, Lipinski’ nin 5 kurali ile agiklanmaktadir [7].

Kan-beyin bariyerinde bulunan hiicrelerde iyonik permeabiliteyi etkileyen transendotel elektrik
direncinin 1000-5000 Q cm?, viicudun diger bolgelerinde bulunan hiicrelerde ise 10 Q cm? oldugu
bilinmektedir [8]. Yaklagik 500 katlik bu fark, ila¢ molekiillerinin beyne gegisini neredeyse imkansiz
hale getirmektedir [9].

Kan-beyin bariyerinde farkli enzimler ve tasiyici proteinler de bulunmaktadir. Bunlardan bazilar
adenilat siklaz, guanilat siklaz, katesol-0-metil transferaz, P-glikoprotein ve monoamin oksidazdir. Bu

enzimler de beyne ge¢meye ¢alisan birgok molekiilii engellemektedir [10].

Beyne Hedefleme Yontemleri
Ilag molekiillerinin sistemik dolasimdan beyne gecebilmesi pasif difiizyon ve aktif tasima ile
olmaktadir. Kiigiik molekiil boyutu ve yiiksek lipofilite gdsteren ila¢ molekiillerinin difiizyonu kolaydir.

Bununla beraber lipofilik 6zellikte olan molekiiller, sistemik dolagimdan perifer dokulara dogru gegme
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egilimi gosterirler. Ilag molekiillerinin yagdaki ¢odziiniirliikleri, boyutlari, {ic boyutlu yapilari, beyne
gecisinde etkili olan faktorlerdendir [11]. Hidrofilik molekiiller ise hiicreler arasi bosluklardan gegerek
beyne ulagirlar. Ancak kan-beyin bariyerinden 6tiirii hiicreler arasi bogluktan gecis zordur. Burada aktif
tasima devreye girer. Hidrofilik ila¢ molekdilleri, kan-beyin bariyeri yapisinda bulunan insiilin,
transferrin, melanotransferrin, nikotinik asetilkolin gibi reseptorler araciligi ile beyne taginabilmektedir.
Ayrica kan-beyin bariyerinde yer alan ve glukoz, amino asit gibi esansiyel bilesiklerin beyne

taginmasinda gorev alan tasiyicilar da aktif tasimada rol oynar [3].

Beyine
Hedefleme
Yontemleri
P invazif
Invazif Qi
' Yontemler l Yéntemler
Kan-beyin . o ilag
bariyerinin Intraserebral Reseptor On-llag Penetrasyon molekillerinin Lipofilikligi Nano tagiyic
yapisini uygulama aracili tagima kullanimi peptitleri nazal yoldan arttirma sistemler
“  degistirmek - - - - “  uygulamasi - -

Sekil 2. Beyne hedefleme yontemleri

Invazif yontemler, cerrahi uygulamalar, beyine giden arterlere dogrudan enjeksiyon
yapilmasina ve kan-beyin bariyerinin geri doniisiimlii bozulmasina dayanmaktadir. Ancak bu uygulama,
terapotik molekiillerin yaninda, istenmeyen toksik molekiillerin de beyine gegisini arttirabileceginden
risklidir. Invazif olmayan y&ntemler ise terapdtik molekiiliin bir tastyic sistem iginde, molekiile veya
molekiilii iceren tasiyici sisteme eklenen bir yapi ile veya molekiiliin, biyolojik bir yolak vasitasiyla
beyine hedeflendirilmesine dayanir. invazif olmayan yontemler, daha giivenilir olmakla birlikte daha

fazla tercih edilmektedir [12].

Kan-beyin bariyerinin yapisini degistirmek

Bu yontemde hiperosmolar ozellikte bir madde, karotis artere enjekte edilir ve endotel
hiicrelerden disar1 yonde sivi ¢ikisinin olmasi saglanir. Bu sayede yapilart gegici olarak bozulan
hiicrelerin, ilag molekiillerine gegirgenligi arttirilir [13].

Bagka bir yol ise mikro kabarcik yontemidir. Bu yontemde hiicreler arasi siki baglantilar, geri
doniisiimlii olacak sekilde etkisizlestirilir ve ilag molekiillerinin gegisi, olusan bu bosluklardan
saglanmis olur [14].

Her iki yontem de incelendiginde, kan-beyin bariyer yapisimin degistirilmesinden
kaynaklanabilecek risklerin ¢ok fazla oldugu goriilmektedir. flag molekiillerinin beyne gegcisinin

saglanmasimnin yaninda toksik maddeler, kimyasallar, plazma proteinleri ve baz1i zararh
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mikroorganizmalarin da gecisi gerceklesebilmekte ve kalici hasar verme riskinde artis olabilmektedir

[15].

Intraserebral uygulama
Bu yontem, beyne ya da beyin omurilik sivisina dogrudan ilag uygulanmasi ile kan-beyin
bariyerinin asilmasina dayanan uygulamadir. Bu yontemde kanama, iltihap, 6dem, ndrotoksisite gibi

riskler bulunmaktadir [16].

Reseptor aracili tasima
Kan-beyin bariyerinde transferrin, leptin gibi peptitlere 6zgii bir takim reseptorler bulunmaktadir.
Bu reseptorler, ilgili molekiilleri baglar ve molekiillerin beyne gecisine yardim eder. Bu asamada beyne

gecen madde miktari, reseptoriin tagima kapasitesi ile dogru orantilidir [17].

On ila¢ kullanimi
Farmakolojik olarak aktif olmayan veya ¢ok az aktif olup, uygulandiktan sonra viicutta aktif hale
doniisen ilag molekiilleridir. Bu uygulama ile ila¢ molekiillerinin permeabilitesi arttirilmakta,

¢oziiniirliikleri degistirilmekte ve boylece kan-beyin bariyerinin asilmasi saglanmaktadir [18].

Penetrasyon peptitleri

Penetratin, transportan gibi pozitif yiiklii peptitler ayn1 zamanda hiicre delici peptitler olarak da
adlandirilmaktadir. Hiicrelerin negatif yiiklii olmas1 sebebiyle bu peptitler, hedef hiicreler ile etkilesime
girip bu hiicreleri delmekte ve olusan bosluklardan ilag molekiilleri beyne gegmektedir. Ancak kan
dolasiminda bulunan bir takim zararli maddeler, bilesikler ve kimyasallar da ayn1 yoldan beyne gecip

kalic1 hasara yol agabilmektedir [19].

Ila¢ molekiillerinin nazal yoldan uygulanmast

Invazif olmayan bir yontem olan ila¢ molekiillerinin nazal uygulanmasi, son yillarda gittik¢e
popiiler olmaktadir. Ozellikle merkezi sinir sistemi etkili ila¢ formiilasyonlar: nazal yoldan
uygulandiginda biyoyararlanimlarinda artis1 olmakta ve hastaligin tedavisi saglanmaktadir [20].

Burun vestibiiler, respiratori ve trigeminal bolgelerden olusmaktadir. Nazal yoldan uygulanan ilag
molekiilii, respiratori bolgeden ve yine bu bolgede bulunan damarlanmanin en fazla oldugu olfaktori
bolgeden kan dolagimina veya dogrudan beyne gecebilmektedir. Burada asilmasi gereken engel, ilag

molekiillerinin burunda kalis stireleridir [21].

Lipofilikligin arttirilmas:

Hiicrelerin lipit yapist géz oniinde bulundurularak hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin lipofilikligi,
ilag molekiillerinin beyne gegisinde énemli rol oynamaktadir. Ote yandan artan lipofiliklige bagl ilag
molekiillerinin permeabilitesinin artmasinin yaninda, oksidatif metabolizmanin da artis1 ve buna baglh
karaciger ilk gecis etkisinde artis gézlenmektedir. Bu yiizden biyoyararlanim artis1 saglamak amaci ile

yapilan lipofiliklestirme isleminde, karaciger ilk ge¢is etkisinden kurtulmak zorunludur [22].
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Nano boyutlu tasiyict sistemler

Son yillarda siklikla kullanilan hedefleme yontemlerinden biri de nano boyuttaki ilag tasiyici
sistemlerin kullanilmasidir. Genellikle dogal ve biyo-bozunabilir polimerler kullanilarak hazirlanan
nanopartikiillerin boyutlari 10-1000 nm arasinda degismektedir. Nano ilag tasiyict sistemlere yiiklenen
ya da baglanan ilag molekiillerinin endositoz ya da transitoz gecis ile beyne hedeflenmesi miimkiindiir.
Bu sistemler arasinda lipozomlar, dendrimerler, nanojeller, miseller, polimerik nanopartikiiller ve kat1
lipit nanopartikiiller bulunmaktadir [23].

Ilag molekiillerinin beyne hedeflendirilmesinde kullanilan yéntemlere ait ¢alismalardan bazilar:

Tablo 1’ de gosterilmistir.

Tablo 1. Beyne hedeflemede kullanilan etkin maddeler ve verilis yollarindan bazilart

Etkin Madde Tastyic1 Sistem Verilis Yolu Kaynak
Karboplatin Intraserebral implant Intrakranial [24]
Karmustin Intraserevral uygulama Intratumér [25]
Ketoprofen On ilag Intrajuguler [26]
Naproksen On ilag Oral [27]
Sobetirom On ilag Intraperitoneal [28]
Estradiol Nanopartikiil Oral [29]
Temozolomid Nanopartikiil Intravenoz [30]
Kuersetin Lipozom Intranazal [31]
Dosetaksel Kati lipit nanopartikiil Intranazal [32]
Risperidon Nanoemiilsiyon Intranazal [33]
Zidovudin Istya duyarli jel Intranazal [34]

Kati Lipit Nanopartikiiller

Kat1 lipit nanopartikiiller, emiilsiyon ve lipozomlara alternatif olarak iiretilmislerdir. Yapilarinda,
oda sicaklig1 ve viicut sicakliginda kati halde bulunan yag/lar bulunmaktadir. Parenteral, oral, nazal veya
topikal olarak uygulanabilmektedir. Kat1 lipit nanopartikiillerin diisiik sistemik toksisite gdstermeleri,
kontrollii salim yapabilmeleri, biyo-bozunur ve biyo-uyumlu olmalari, hem hidrofilik hem lipofilik etkin
maddelerin yiiklenebilmesi, etki istenen yere hedeflendirilebilmeleri gibi avantajlar1 bulunmaktadir.
Kolloidal ila¢ tasiyict sistemlerden biri olan kati lipit nanopartikiillerin boyutu 10-1000 nm arasinda
degisiklik gostermektedir [35].

Son yillarda yeni nesil kati lipit nanopartikiiller gelistirilmis olup nano lipit tasiyici sistemler
(NLC) ve lipit-ilag konjugatlar1 (LDC) olarak adlandirilmaktadirlar. Bu sistemler kati ve siv1 lipitlerin
karigimindan olusmaktadir. Kati lipit nanopartikiillerin 6zelliklerinin yaninda daha yiiksek oranlarda

etkin madde yiikleme kapasitesine sahiptirler [36]. Farkli yontemlerle iiretilebilirler.
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Emiilsifikasyon-¢oziicii ucurma yontemi
Organik coziiciide lipit ¢oziindiiriiliir ve yiizey etkin maddenin sulu ¢ozeltisi ile karistirilir.
Organik fazin buharlastirilmasindan sonra kati lipit nanopartikiiller elde edilir. Bu yontemde 1s1

kullanilmadigindan 1sidan etkilenebilen etkin maddelerin stabilitesi korunur [37].

Cifte emiilsiyon yontemi

Etkin madde ve ylizey etkin madde su fazinda ¢oziindiiriiliir. Bu karisim kati yagi igeren organik
faza eklenir. Boylece su/yag (S/Y) tipi emiilsiyon elde edilir. Bu emiilsiyon baska bir sulu faza eklenerek
su/yag/su (S/Y/S) tipi emiilsiyon olusturulur. Organik faz buharlastirilir ve kati lipit nanopartikiiller elde
edilir. Genellikle hidrofilik karakterdeki etkin maddelerle ¢alisilirken bu yontem uygundur [38].

Coziicii enjeksiyon yontemi
Yag fazi, su ile karigabilen bir ¢oziiclide ¢oziindiiriiliir. Karigim lipitin erime derecesinin lizerinde
wsitilir. Bir igne yardimi ile su fazina damla damla eklenir. Lipit damlalar katilagir ve nano boyutta

tanecikler elde edilir [39].

Yiiksek basincli homojenizasyon yontemi

Bu yontem sicak homojenizasyon ve soguk homojenizasyon olmak {izere 2’ ye ayrilir. Sicak
homojenizasyonda lipitler erime derecesinin iizerinde 1sitilir. Bu eriyikte etkin madde ¢6ziindiiriiliir. Bu
faz, yag fazi olarak adlandirilir. Yiizey etkin maddenin sulu ¢ozeltisi, su fazi olarak adlandirilir ve yag
faz1 ile aymi sicaklia getirilir. Iki faz birbiri ile karistirilir ve yag/su (Y/S) tipi bir emiilsiyon olusur. Bu
emiilsiyon yiiksek basingta dar bir alandan gegirilir. Bu iglem, istenen partikiil biyiikligii elde edilene
kadar tekrarlanir. Yag damlaciklarinin boyutlan kiigiiliir ve katilasarak kati lipit nanopartikiiller elde
edilir [40]. Soguk homojenizasyon teknigi, sicak homojenizasyon teknigiyle benzer olup, hazirlanan
sicak haldeki Y/S tipindeki emiilsiyonun hizlica sogutuldugu bir tekniktir. Uygun bir 6giitiicii yardimi
ile toz hale getirilir ve partikiil boyutu kiigtiltiilir [41].

Mikroemiilsiyon yontemi

Kat1 yag eritilir ve etkin madde bu faza eklenir. Yiizey etkin madde ekli sulu ¢ozelti, erimis yag
ile aym sicakliga getirilir. Iki faz aym1 sicaklikta birbiri ile karigtirilir ve sicak mikroemiilsiyon elde
edilir. Sistem sogumaya birakilir ve yag damlaciklar1 katilagarak kat1 lipit nanopartikiiller meydana gelir
[42].

Farkli yontemlerle {iretilen kati lipit nanopartikiile ait ¢alismalardan bazilari, Tablo 2’ de

Ozetlenmistir.

Beyne Hedeflemede Kati Lipit Nanopartikiillerin Kullanimi
Kat1 lipit nanopartikiillere hidrofilik ve lipofilik etkin maddelerin yiiklenebilmesi ve bu
sistemlerin beyne hedeflendirilebilmesi, merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde biiyiik 6nem

tasimaktadir. Ozellikle konvansiyonel preparatlarin istenen terapotik etkiyi gdsterememesi ve terapotik
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dozun beyinde yeterli miktarda saglanamamasi sebebiyle kati lipit nanopartikiillerin ilag tasiyici sistem

olarak kullanilmasi, bu problemlerin giderilmesini saglamaktadir.

Tablo 2. Farkli yontemlerle iretilen kati lipit nanopartikiil formiilasyonlari

Etkin Madde | Uretim Yontemi Partikiil Amag Kaynak
Boyutu (nm)
Diklofenak Emiilsifikasyon- 217,3-298,4 Suda ¢6ziinen bir etkin maddeyi kat1 lipit [43]
Sodyum Coziicii Ugurma nanopartikiillere yiikklemek.
Insiilin Cifte Emiilsiyon 320 — 360 Insiilinin oral absorbsiyonunu arttirmak. [44]

Idebendon Coziicli Enjeksiyon | 161,7—310,3 | Beyne hedefleme, optik ndropatik gérme bozuklugu [45]
tedavisi.
Tamoksifen Yiiksek Basingl 66,2 —142,7 | Oral uygulamaya bagl antitimor etkinligi gozlemek. [46]
Homojenizasyon

Triptolid Mikroemiilsiyon 147 - 173 Coziiniirlik ve toksisite problemini ortadan [47]
kaldirmak.
Siklosporin-A | Mikroemiilsiyon 250 — 290 Barsaklardan emilimi arttirmak. [48]

Jose ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada [49], beyin tiimorlerinde etkili olan resveratrol etkin
maddesinin kati lipit nanopartikiillere yiiklendigi bir formiilasyon hazirlanmigtir. Bu formiilasyonda yag
olarak Compritol 888 ATO, ylizey etkin madde ve yardimei yiizey etkin madde olarak polivinil alkol ve
tween 80 kullanilmistir. Kat1 lipit nanopartikiiller ¢oziicii ugurma, yiiksek basingta homojenizasyon ve
ultrasonikasyon teknikleri bir arada kullanilarak hazirlanmis ve 248,3 nm boyutunda resveratrol yiiklii
kat1 lipit partikiiller elde edilmistir. Intraperitoneal enjeksiyon yolu ile farelere uygulanan
formiilasyonlar sonucunda, kati lipitlere yiiklii resveratroliin, serbest haldeki resveratrole gore beyne
gecisinin yaklasik 6 kat daha fazla oldugu kanitlanmustir.

Graverini ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada [50], diterpenoid bir madde olan andrografolit
yiiklii kat1 lipit nanopartikiiller hazirlanmistir. Yag olarak Compritol 888 ATO, yiizey etkin madde
olarak Brij 78 kullanilmistir. Kat1 lipit nanopartikiiller hazirlanirken ¢6ziicii ugurma yontemi modifiye
edilerek kullanilmis ve 278 nm boyutunda andrografolit yiiklii kati lipit partikiiller elde edilmistir.
Intravendz enjeksiyonla farelere verilen andrografolit yiiklii kati1 lipit nanopartikiillerin, serbest
andrografolite gore 3 kat daha fazla beyne gectigi saptanmistir.

Akbaba ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada [51], siRNA yiiklii kati lipit nanopartikiillerin,
halka yapida ve 9 aminoasitten olusan bir peptit olan iRGD (Sirasi: CRGDKGPDC) ile konjugati, beyin
timoriinde kullanilmak {izere hazirlanmistir. Radyasyon ile birlikte uygulanan kat1 lipit
nanopartikiillerin, tiimdr tarafindan alindigi belirlenmis ve hedefleme gergeklestirilmistir.

Youssef ve arkadaglar1 [52], migren tedavisinde kullanilmak tizere nazal yoldan uygulanacak
almotriptan malat yiiklii kati1 lipit nanopartikiil hazirlamiglardir. Cifte emiilsiyon ve ¢6ziicii ugurma
yontemlerinin birlikte kullanilmasiyla 207,9 nm boyutunda kat1 lipit nanopartikiiller elde edilmistir.
Mukoadezif bir jel sistemine eklenerek nazal uygulanan almotriptan malat yiikli kat1 lipit

nanopartikiillerin, intraven6z uygulanan serbest almotriptan malata gore 3 kat, kat1 lipit nanopartikiil
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igermeyip jel sistemine yiiklenen almotriptan malata gore yaklasik 4,5 kat daha fazla beyinde bulundugu
gdzlenmistir.

Singh ve arkadagslar1 [53], laktoferin konjuge dosetaksel kat1 lipit nanopartikiilleri, emiilsifikasyon
ve ¢ozilicii ucurma yontemi ile hazirlamiglardir. Kati lipit nanopartikiiller hazirlanirken yag olarak
gliseril monostearat ve stearik asit, yiizey etkin madde ve yardimc ylizey etkin madde olarak da soya
lesitini ve Tween 80 kullanilmistir. 121 nm boyutunda laktoferin konjuge dosetaksel yiiklii kati lipit
nanopartikiiller elde edilmistir. Farelere intravendz uygulanarak piyasa preparati ile kiyaslanmis ve
beyne hedeflenmesi gerceklestirilmistir.

Dal Magro ve arkadaslar1 [54], apolipoprotein-e konjuge kati lipit nanopartikiil formiilasyonu
hazirlamiglardir. Kati lipit nanopartikiiller hazirlanirken mikroemiilsiyon yontemi kullanilmig olup yag
olarak Dynasan 116, ylizey etkin madde olarak Epikuron 200 kullanilmis ve radyoaktif olarak
isaretlenmistir. Intraperitoneal, intravendz ve intratrakeal olarak farelere enjekte edilen bu
formiilasyonlar incelenmis ve intravendz ve intratrakeal uygulanan formiilasyonlarin beyne
hedeflenmesi gerceklesmistir.

Fatouh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada [55], agomelatin yikli kati lipit nanopartikiiller
emiilsifikasyon/¢oziicli ugurma teknigiyle hazirlanmistir. Yag olarak Gelucire 43/01, gliseril tripalmitat,
gliseril tristearat, stearik asit, Precirol ve Geleol denenmistir. Yiizey etkin madde olarak polivinil alkol
kullanilmistir. Tam faktoriyel tasarim kullanilarak belirlenen kati lipit nanopartikiil formiilasyonunda
yag olarak gliseril tripalmitat kullanilmasina karar verilmis, 253,6 nm boyutunda kati lipit
nanopartikiiller elde edilmistir. Piyasa preparati ile yapilan karsilastirmalar sonucunda, nazal uygulanan
kat1 lipit nanopartikiillerin beyne gectigi belirlenmis ve agomelatin etkin maddesinin beyindeki miktari,
piyasa preparatina gore yaklasik 4 kat daha fazla bulunmustur.

Hady ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada [56], nazal yoldan uygulanarak beyne hedeflemek tizere
levofloksasin ve doksisiklin yiiklii kat1 lipit nanopartikiiller hazirlanmistir. Box-Behnken deney tasarimi
kullanilarak hazirlanan kati lipit nanopartikiillerde yag olarak Compritol 888 ATO ve stearik asit
karigimu ile yiizey etkin madde ve yardimer yiizey etkin madde olarak da Span 60 ve Pluronic F127
kullanilmistir. Sicak homojenizasyon ve ultrasonikasyon yontemlerinin birlikte kullanilmasiyla 14,46-
53,32 nm boyutlarinda kati lipit nanopartikiiller elde edilmistir. Levofloksasin ve doksisiklinin bir jel
icindeki formiilasyonu ile hazirlanan kati lipit nanopartikiil formiilasyonlar1 nazal uygulanarak
kiyaslanmis ve kat1 lipit nanopartikiillerin yaklagik 2 kat daha fazla beyne gectigi belirlenmistir.

Etkin madde yiikli kat1 lipit nanopartikiillerin beyne hedeflenmesi amaciyla yapilan

caligmalardan bazilar1 da Tablo 3’ de verilmistir.
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Tablo 3. Ilag molekiillerinin beyne hedeflenmesi amaciyla hazirlanan kati lipit nanopartikiiller

Etkin Madde Hazirlama Yo6ntemi Partikiil Boyutu Uygulama Yolu Kaynak
(nm)
Buspiron Coziicii Ugurma 218,6 £9,18 Intravenoz, [57]
Intranazal
Floksiriidin Yiiksek Basingli Homojenizasyon, 76 Intravenéz [58]

Ultrasonikasyon

Pralidoksim Cifte Emiilsiyon 804 Intravenéz [59]
kloriir
Kamptotesin Yiiksek Basingli Homojenizasyon 196,8 +21,3 Intravenéz [60]
Kriptolepin Coziicii Ugurma 152,4 +16,3 Intraperitoneal [61]
Narkotin Mikroemiilsiyon 80,5+8.9 Intravendz [62]
Rizatriptan Coziicii Ugurma 145298 Intranazal [63]
SONUC VE TARTISMA

Merkezi sinir sistemi hastaliklarinin ¢ogunun tedavisi olmamakla birlikte amag, hastanin
yasamuni iyilestirmeye yoneliktir. Son yillarda merkezi sinir sistemi hastaliklarinin ilag pazar payi
gittikce artis gostermekte olup, arastirmacilar bu alana yogunlasmistir. Merkezi sinir sistemi
rahatsizliklarinda ila¢ molekiillerinin beyne hedeflenmesi, kan-beyin bariyerinden 6tiirii zor bir siiregtir.
Bu derlemede kan-beyin bariyerinin yapisi aydinlatilmaya c¢alisilmig, beyne ilag hedefleme yontemleri
aciklanmis, kati lipit nanopartikiillerin 6nemi belirtilmistir. Her bir yaklasim 6nemlidir ve kendi
avantajlari/dezavantajlart bulunmaktadir. Kati lipit nanopartikiiller kolay iiretilebilmeleri, etki istenen
bolgeye hedeflendirilebilmeleri, biyo-uyumlu ve biyo-bozunur olmalarindan dolayir biyik ilgi
gormektedir. Bu avantajlari, ilag molekiiliinden kaynaklanan ¢oziiniirliik ve permeabilite problemlerini
ortadan kaldirmakla birlikte, merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda kullanimini, konvansiyonel ilaglara
gore Ozellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinda 6n plana ¢ikarmaktadir. Bunun yaninda yiiksek
stabilite ve ilretimde kolaylik agisindan ila¢ sgirketleri i¢in bulunmaz bir firsattir. Bu sonuglar
incelendiginde kat1 lipit nanopartikiillerin beyne hedeflemede ilag tasiyici sistem olarak kullanilmalart,
kan-beyin bariyerinin asilmasi ve merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde hastalara faydal
olacaktir.

Arastirmacilar, ¢alismalarinda ex-vivo ve hiicre kiiltiirii deneylerine ek olarak in-vivo testler de
yapmali, kati lipit nanopartikiillerin beyne gecis etkinligindeki artigi kanitlamalidir. Bu ¢aligmalar
tamamlandiginda, hazirlanacak kati lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin ilag pazarinda yer almalari

muhtemeldir.
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COVID-19 TEDAVISINDE ILAC-ILAC ETKILESIMLERININ
FARMAKOKINETIK ACIDAN DEGERLENDIRILMESI

PHARMACOKINETIC EVALUATION OF DRUG-DRUG INTERACTIONS IN THE
TREATMENT OF COVID-19
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Amagc: Cin'in Wuhan kentinde baslayan ve tiim diinyay: etkileyen COVID-19 pandemisi, bulasiciligi ve
oliimciilliigii benzersiz bir kiiresel miicadeleyi hala temsil etmektedir. COVID-19 hastalarinin semptomlari,
hastaligin ciddiyetine gore farklihik gosterebilmektedir. Saglhik Bakanligi Koronaviriis Aragtirma Danigma
Kurulu, COVID-19'un teshisi, tedavisi ve kontrolii hakkinda yayimladigi rapora gore ila¢ kombinasyon
tedavisi (hidroksiklorokin, lopinavir / ritonavir ve favipiravir) saghk yetkilileri tarafindan onerilmektedir.
Cogunlukla karacigerde bulunan sitokrom P 450 enzimleri (CYP) tarafindan metabolize edilen bu ilaglarin
diger bazi ilaglarla eg zamanl kullanimlar: sonucu ilag-ilag etkilesimi olasi bir durumdur. Biz bu derlemede
COVID-19 tedavisinde kullanmlan ila¢larin ézellikle metabolizma yolaklarini da belirterek farmakokinetik
olarak ilag-ilag etkilesmelerini géstermeyi amagladik.

Sonu¢ ve Tartisma: COVID-19 pandemisi diinya ¢apinda sosyal hayati, ekonomik ve finansal
pivasalart olumsuz etkilemektedir. Uygun tedavi protokolleri biiyiik onem tasimaktadwr. Ancak tedavi
uygulamalarinda ilag-ilag etkilesimlerinin goz oniinde bulundurulmasi, hasta tedavisinde istenmeyen
sonug¢larin olusmasina engel olur.

Anahtar Kelimeler: COVID 19, ilag-ilag etkilesmeleri, farmakokinetik, CYP enzimleri

ABSTRACT

Obijective: The COVID-19 pandemic, which started in Wuhan, China and affected the whole world,
still represents a unique global challenge with its contagiousness and lethality. The symptoms of COVID-19
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patients may differ depending on the severity of the disease. According to the report published by the Ministry
of Health Coronavirus Research Advisory Board on the diagnosis, treatment and control of COVID-19, drug
combination therapy (hydroxychloroquine, lopinavir / ritonavir and favipiravir) is recommended by health
authorities. Drug-drug interaction is a possible situation as a result of simultaneous use of these drugs, which
are metabolized by cytochrome P 450 enzymes (CYP), which are mostly found in the liver, with some other
drugs. In this review, we aimed to show the pharmacokinetic drug-drug interactions of the drugs used in the
treatment of COVID-19, especially by indicating the metabolism pathways.

Result and Discussion: The COVID-19 pandemic adversely affects social life, economic and financial
markets worldwide. Appropriate treatment protocols are of great importance but taking drug-drug
interactions into account in treatment practices prevents unwanted results in patient treatment.

Keywords: COVID-19, drug-drug interactions, pharmacokinetic, CYP enzymes

GIRIS

Siddetli akut solunum sendromu-2 (Severe acute respiratory syndrome-2, SARS-CoV-2),
koronaviriis hastaligi 2019, COVID-19 pandemisinin orjinal ismidir. Salgin ilk olarak Aralik 2019'da
Cin'in Wuhan kentinde tespit edildi ve hizla Cin'in tiim bolgelerine yayildi. Daha sonra tiim diinyay1
etkileyen bir salgma doniistii ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 11 Mart'ta bu viriise bagli pandemi ilan
etti. Viriis bulasicilig1 ve 6liimciilliigii nedeni ile benzersiz bir kiiresel miicadeleyi hala temsil etmektedir
[1,2]. Viriisiin en erken belirtisi, soguk alginligi ve normal mevsimsel grip viriisiiniin neden oldugu
diisiiniilen siddetli solunum yetmezligi olarak bildirildi. Daha sonra, artan semptom siddeti ve enfekte
vakalarin sayis1 nedeniyle, virlis yeni bir koronaviriis olarak tanimlandi ve orijinal olarak 2019-n CoV2
olarak adlandirildi. SARS-CoV-1 2002'de ve Orta Dogu Solunum Sendromu Koronaviriis (MERS-CoV)
on yil sonra 2012'de ortaya ¢ikmistir. SARS-CoV-1, MERS-CoV'ye benzer sekilde, SARS-CoV-2 gibi
zoonotik kokenli bir viriistiir. Farkli bir sekilde SARS-CoV-2, diinya ¢apinda bir¢ok insani daha hizli
enfekte etmektedir [3,4,5]. Diinya genelinde, 12 Subat 2021 itibariyla 2.355.339 6liim dahil olmak iizere
107.252.265 dogrulanmis COVID-19 vakas1 DSO'ye bildirilmistir [6]. Tiirkiye'de 3 Ocak 2020'den 12
Subat 2021'e kadar, 27.093 6liimle sonuglanan 2.556.837 dogrulanmig COVID-19 vakasi olmustur [7].

Viriisiin insandan insana dogrudan veya dolayli temas yoluyla bulagabilecegini gosteren kanitlar
bulunmaktadir. Oksiirmenin ve hapsirmanin solunum viriislerini damlaciklar yoluyla bulastirabilecegi
uzun zamandir kabul edilmektedir. Koronaviriis yaklasik ii¢ saat havada asili kalabilir ve bu durum
hastaligin havadan yayilmasimnin potansiyel yollarindan biridir [8]. Ilk kanitlar, solunan ve viriis tastyan
damlaciklarin dogrudan insan solunum sistemine birikebilecegini gostermektedir. Bu viriis, akcigerin
alt solunum yollarma derinlemesine niifuz ettiginde, tip II pnomositler adi verilen alveolar epitel
hiicrelerinin yiizeyindeki anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE II) reseptoriinii tanir [9].

SARS-CoV-2'nin mekanizmasini anlamak, terapotik hedefleri belirlemeye ve potansiyel bir
tedaviyi kesfetmeye yardimer olabilir. Viris, hiicre zarn flizyonunu takiben, spike proteinini ACE II
reseptoriine baglayarak hiicreyi enfekte eder. Viriis, konak¢i hiicreye girdiginde, cogalmasini
desteklemek icin konake¢1 hiicre mekanizmasini ele gegirir ve yakindaki hiicreleri enfekte eder.
Koronaviriis viicutta ¢ogalir ve diger organlarin yani sira akciger duvarinda daha fazla hasara ve yikima

neden olur [10].
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Viicut, yabanci istilaciya, sirasiyla B hiicreleri ve T hiicrelerinin aracilik ettigi bagigiklik
sisteminin humoral ve hiicresel dallarim aktive ederek yanit vermeye calisir. B hiicreleri,
immiinoglobulin M (IgM) ve daha sonra immiinoglobulin G (IgG) gibi antikorlar iiretir. COVID-19
enfeksiyonu durumunda, B hiicreleri 6nce IgM ve ardindan 7-14 giin sonra IgG {iretir. Dogal dldiiriicii
hiicreler, makrofaj ve nétrofiller ayrica viral saptama ve eliminasyonda yer alan ana hiicrelerdir. SARS
CoV-2, makrofajlar1 viral enfeksiyona yanit olarak interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve timor
nekroz faktorii (TNF) iiretimlerini artirmak igin uyarir. Proinflamatuvar sitokinlerin iiretimi, reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine yol acabilir. Bu siire¢, akut alveolar hasara yol agar [11].

~
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Sekil 1. COVID-19'un belirti ve semptomlar1

COVID-19'un siddeti hafif, orta veya ciddi olabilir, semptomlar Sekil 1'de gdsterilmektedir.

Cin'de onemli sayida hastanin (% 81) hafif veya orta siddette hastalia sahip oldugu
bulunmustur [12]. Hafif vakalar igin, kendi kendine karantina, doktor ve saglik calisanlar1 tarafindan
telefon, e-posta ve video yoluyla diizenli takip genellikle yeterlidir. Ote yandan sigara kullanimu, kronik
obstriiktif akciger hastaligi, ileri yas, kardiyovaskiiler hastalik (6rn. kalp yetmezligi, koroner arter
hastaligi veya kardiyomiyopati), obezite (viicut kitle indeksi, > 30), kronik bobrek hastaligi, tip 2
diabetes mellitus, organ nakli ve kanser gibi risk faktorlerine sahip hastalar yakindan izlenmelidir.
Hastalarda dispne gibi kotiilesen semptomlar gelisirse ek degerlendirme gereklidir [13]. Anormal

akciger bulgularmin degerlendirilmesi ig¢in fizik muayene, akciger goriintiilemesi diistiniilmelidir.
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COVID-19 vakalarinda akciger bilgisayarli tomografi (BT) bulgular konsolidasyon ve periferik buzlu
cam opasitelerini gosterir. Bu da akcigerin inflamasyon ve siviyla dolu oldugu anlamina gelir [14].

COVID-19 hastalarinin semptomlari, hastaligin ciddiyetine gore farklilik gosterebilmektedir.
COVID-19 hastalarimin biiyiik bir kism1 asemptomatik olabilir, ancak viriis bulagma riski hala ytiksektir.
Hafif COVID-19 hastalarinda kortikosteroid tedavisinin bu hastalarda faydali olamayabilecegi
sonucuna varilmistir [15]. Ote yandan Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri(CDC), enfeksiyonun
erken stireci agisindan hafif semptomlarda antiviral tedavi 6nermektedir. Hastaligin sonraki siireci, doku
hasarina yol agan viriise abartili bir bagisiklik / enflamatuvar yanit tarafindan yonlendirilir. Bu siireclere
dayanarak, antiviral tedaviler hastaligin erken dénemlerinde en biiylik etkiye sahipken, immiinosupresif
/ anti-enflamatuvar tedaviler hastaligin siddetli evrelerinde daha yararlidir [16].

Bugiine kadar, COVID-19 igin spesifik bir tedavi olusturulmamistir. Saglik Bakanlig
Koronaviriis Arastirma Danigma Kurulu, COVID-19'un teshisi, tedavisi ve kontrolii hakkinda bir rapor
yayinlamigtir. Bu raporda da yer alan ilag kombinasyon tedavisi (hidroksiklorokin, lopinavir / ritonavir
ve favipiravir) saglik yetkilileri tarafindan 6nerilmektedir. Tiim bu ilaglarin klinik olarak farkli bir¢ok
potansiyel ilag-ilag etkilesimi vardir. Cogunlukla karacigerde bulunan CYP3A4 tarafindan metabolize
edilen bu ilaglarin diger bazi ilaglarla e zamanli kullanimlari olasidir. COVID-19 hastalarinda ilag-ilag
etkilesimlerinin ciddiyeti, farmakokinetik degisikliklerinin yani sira ila¢ kullanimina bagli akut bobrek
ve karaciger hasart da bildirilmistir [17].

Yasli hastalar COVID-19 enfeksiyonu agisindan yiiksek risk grubundadir ve hastaligin siddetine
bagl olarak yogun bakim iinitelerine ihtiya¢ duyabilirler. ilag-ilac etkilesimi riski, sekiz veya daha fazla
ilag kullanimiyla % 100'e ¢ikabilmektedir. Bu nedenle, yaslh hastalar ilag-ilag¢ etkilesimleri agisindan
yiiksek risk altindadir. Bu derlemede, 6zellikle COVID-19 hastaligi tedavisinde kullanilan ilaglarin
metabolizma yolagi dikkate alinarak etkilesecegi ilaclarin aragtirilmasi ve derlenmesi amaglanmistir.
Saglik Bakanlig1 web sitesinde ilag ilag etkilesimleri ile ilgili detayli bir dokiiman yayinlanmustir [18].
Liverpool Universitesi Ilag Etkilesimleri Grubu tarafindan deneysel COVID-19 tedavisinde kullanilan
ilaglarin diger ilaglarla olan etkilesimleri konusunda hazirlanmis olan tablolarin ve bilgilendirme
metinlerinin tamamen Tiirk¢ceye cevrilmesiyle hazirlanan bu dokiiman saglik ¢alisanlarina rehber
olmaktadir. Biz hazirladigimiz bu derlemede 6zellikle COVID-19 tedavisinde kullanilan ilaglarin tedavi

mekanizmalar1 ve farmakokinetik ilag-ilag etkilesmeleri {izerinde durmay1 hedefledik.

Klorokin ve hidroksiklorokin

Sitma, lupus ve romatoid artrit tedavisi i¢in klorokin (CLQ) ve hidroksiklorokin (HCLQ)
onaylanmis ilaglardir. Aragtirmalar, bu ilaglarin COVID-19 tedavisinde muhtemelen etkili olabilecegini
one siirmiigtiir. FDA, 27 Mart 2020'de ¢ikardig1 Acil Kullanim izni ile, bu ilaglarin pnémoni kanityla
hastanelere kabul edilen COVID-19 hastalarinda, kalp ritimlerini izleme kosuluyla kullanilmasina izin
vermigtir. HCLQ ve CLQ alkali bilesiklerdir. In vitro ¢alismalar, CLQ ve HCLQ'nun lizozom ve
endozom pH'sim artirdigini ve SARS-CoV-2 replikasyonunu engelledigini gostermektedir. Bir bagka
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ilging bulgu, HCLQ'nun bir ¢inko iyonofor gibi davrandigini ve bdylece ¢inkonun hiicrelere ve
lizozomlara akmasina izin verdigini gostermistir. HCLQ veya CLQ art1 ¢inko desteginin COVID-19
morbidite ve mortalitesini azaltmada daha etkili olabilecegine dair bir hipotez vardir. Bununla birlikte,
15 Haziran 2020'de FDA, bu iki ilacin 6liim veya iyilesme siiresinde ¢ok az azalma sagladigini ancak
uzamig QT aralig1 ve ventrikiiler aritmilerin, kalp 6liimiine yol acan "torsades de pointes" e neden
oldugunu bildirmistir. Bu bulgular, devam eden analizlere ve hastanelerde yiiriitiilen biiyiik, randomize
bir klinik aragtirmanin en son sonuglarina gore degerlendirilmistir. Bu nedenle, CLQ ve HCLQ'nun

riskleri, potansiyel faydalarindan artik daha agir basmaktadir [19].

Tablo 1. Klorokin ve Hidroksiklorokin ‘in ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Metabolizmasi ve ilac etkilesim potansiyeli

Klorokin (CLQ) CYP2CS8, CYP3A4, and CYP2D6 ile metabolize oldugu in vitro ve in vivo
olarak gosterilmistir [20,21].
CYP2D6’y1 inhibe eder [21]

CYP2D6 ve P-glikoproteininhibitorii ile birlikte uygulandiginda ve bu
yollarla dar bir terap6tik indeksle metabolize edilen veya taginan ilaglarla dikkatli
olmak gerekebilir [22].

QTc'yi uzattig1 gésterilmistir ve “torsades de pointes”e neden olabilir [23].
Hidroksiklorokin (HCLQ) CYP2C8, CYP3A4, and CYP2D6 ile metabolize oldugu in vitro ve in vivo
olarak gosterilmistir [21]

CYP2D6'y1 inhibe eder.[21]

Orta dereceli bir CYP2D6 ve P-gp inhibitérii birlikte uygulandiginda ve
dar bir terapétik indekse sahip olan bu yollarla metabolize edilen veya taginan
ilaglarla birlikte uygulanmasi sirasinda dikkatli olunmasi gerekebilir [22].
Birlikte kullanimda karbamazepin ve rifampisin gibi indiikleyicilerle diisiik

HCLQ konsantrasyonlar1 gozlemlenebilir [24].

Eszamanli kullanimda antiasitlerle HCLQ biyoyararlanimimin azalmasi
gozlemlenebilir. Bu nedenle, HCLQ aliminindan 4 saat sonra veya 1-2 saat dnce
almmalidir [24].

HCLQ’nun amiodaron, dabigatran, edoksaban ve immiinosupresanlar
(siklosporin, sirolimus, takrolimus gibi) ile birlikte kullanildiginda bu ilaglarin
konsantrasyonlarinda artisa neden olur. Bu ilaglarin dozunun yeniden ayarlanmasi,
ilag seviyelerine veya klinik cevaba gore yapilmalidir [24].

HCLQ'nun izoniazid, etambutol veya metronidazol ile birlikte
kullanimindan sonra, 6zellikle diyabetik veya yagl (60 yasinda) hastalarda
periferik noropati riskinde artiglar gézlemlenebilir [24].

HCLQ'nun uzun yarilanma émrii nedeniyle (yaklasik bir ay), ilag-ilag
etkilesimi ve QT uzamasi riskleri, ilacin kesilmesi ve hastaneden taburcu olduktan
sonra bile gdzlemlenebilir. Bu nedenle bu hastalarin yakin takibi ve
Elektrokardiyografik (EKG) degerlendirmeleri yapilmali 6zellikle
deksmedetomidin gibi QT uzamasi riski tagiyan ilag kullanan hastalar dikkatle
bradikardi riski nedeniyle de takip edilmelidir [24].

Azitromisin ve HCLQ ile birlikte uygulanan tedavilerde dikkatli
olunmalidir. Yakin zamanda yapilan bir aragtirmanin sonuglari, bu iki ilag
birlestirildiginde kardiyak 6liim riskinin arttigin1 gostermektedir [24].

HQ ve tiroid hormonlari arasinda herhangi bir etkilesim bildirilmemistir
[24].

Lopinavir / ritonavir

Lopinavir ve ritonavir kombinasyonu, insan Immiin Yetmezlik Viriisiiniin (HIV) tedavisinde
kullanilmaktadir. Lopinavir / ritonavir, proteaz inhibitorleri altinda siniflandirilir. Lopinavir, serumda
lopinavir diizeyini artirmaya yardimei olan giiclii bir CYP3A4 inhibitorii olan ritonavir ile birlikte

uygulanan bir antiretroviral ajandir. Bu ilaglarin SARS-CoV-2 tedavisinde etkili olabilecegine dair umut
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vardi. 4 Temmuz 2020'de DSO, hidroksiklorokin ve lopinavir / ritonavirin, hastanede yatan hasta
Oliimlerinde standart bakim protokollerine kiyasla ¢ok az azalma oldugunu veya hi¢ azalmadigin

duyurmustur [25]. Lopinavir / ritonavirin yaygin yan etkileri gastrointestinal rahatsizlik ve ishaldir [26].

Tablo 2. Lopinavir / ritonavir kombinasyonunun ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Metabolizmas: ve flag etkilesim potansiyeli

Lopinavir / ritonavir (LVP/r) Lopinavir / ritonavir kombinasyonu, ilag etkilesimleri agisindan karmagik
bir mekanizmaya sahiptir. Lopinavir, sitokrom p450 (CYP) 3A enzimleri
tarafindan metabolize edilir.
Lopinavir, CYP3A4, CYP2D6 ve P-gp, BCRP ve OATP1B1 gibi bazi
6nemli tagtyicilart inhibe eder.
Lopinavir / ritonavir kombinasyonu, eszamanli kullanimla baz1 ilaglarin
konsantrasyonlarini artirabilir veya azaltabilir. Bu nedenle, dozun yeniden
ayarlanmasi, alternatif ila¢ kullanimi veya izleme, etkilesimin klinik 6nemine
dayali olarak vaka bazinda diisiiniilmelidir. Ornegin, sedatif bir ilag olan
midazolamin yiiksek dozlarinin veya uzun siireli inflizyonlarmin kullanilmast
hipnotik etkilere, gecikmis iyilesmeye ve solunum depresyonuna neden olurken,
diger hipnotik sedatif ilaglar propofol ve fentanil, yalnizca metabolik etkilesim
riski tasir [24].
COVID-19'da atesi diizenlemek igin kullanilan parasetamol metabolitinin
hepatik toksisitesi nedeniyle, diger lopinavir ile kombine edildiginde dikkatli
olunmalidir [24].
Hidroksiklorokin ve azitromisin ile lopinavir / ritonavir kombinasyon
tedavisi sirasinda veya makrolidler kinolonlar, antidepresanlar, ondansetron,
antiaritmik ajanlar gibi diger ilaglarla QT araligin1 uzatan antipsikotiklerle QT
uzamasi riski artabilir. Bu nedenle, elektrokardiyografik (EKG) izleme
diistiniilmelidir [24].
Flutikazon ve budesonid gibi anti-astimatik ilaglar, CYP3A4'{in aracilik
ettigi onemli bir metabolizmaya ugrar. Nazal uygulamadan sonra, ritonavirin
plazma maruziyetini 100 kattan fazla artirdig1 gosterilmistir [24].
Flutikazon ve ritonavirin birlikte uygulanmasinin Cushing sendromuna
neden olduguna dair vaka 6rnekleri yaymlandigr i¢in birlikte kullanimindan
kacinilmalidir [24].
Salmeteroliin QT araliginin uzamasi ve ¢arpinti gibi sistemik etkilerinin
gelisme riskinin artmasi nedeniyle baska bir anti-astimatik ilaci olan salmeterolan
ve ritonavirin birlikte uygulanmasindan kagmilmalidir [24].
Antihiperlipidemik ilaglar arasinda pravastatin tercih edilmesi, lopinavir /
ritonavir ile tedavi edilen COVID-19 hastalarinda onerilmektedir [24].

kombinasyonu

Favipiravir

Favipiravir, influenza viriisii enfeksiyonlarinin tedavisi igin Japonya'da onaylanmis genis
spektrumlu bir antiviral 6n ilagtir. Bu ilacin etki mekanizmasi, segici olarak RNA polimerazi inhibe
etmek ve viral genomun replikasyonunu Onlemektir. Favipiravir, remdesivire benzer bir etki
mekanizmasina sahiptir, ancak oral yoldan uygulanir. COVID-19 enfeksiyonunun tedavisinde
favipiravirin etkinligini degerlendirmek i¢in diinya ¢apinda klinik ¢alismalar yapilmistir. Caligmalar,
yiiksek favipiravir konsantrasyonlariin viral klirensi kisalttigini ve hafif ila orta vakalarda akciger
bulgularinda iyilesme ile sonuglandigini gostermistir [27,28,29,30]. Diger antiviral ilaglar gibi,
favipiravir de kandaki viral yiikii azaltmada etkili olmak i¢in semptomlarin baglangicindan hemen sonra
uygulanmalidir. Bazi hastalarda yan etki olarak ishal, karaciger toksisitesi ve hiperiirisemi bildirilmistir

[31]. Bu nedenle, favipiravirin giivenligi hala arastirilmaktadir.
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Remdesivir

Remdesivir, Koronaviriis tedavisi i¢in ABD Gida ve Ila¢ Idaresi’nden (FDA) onay alan ilk ilag
oldu. 2009 yilinda Hepatit C i¢in olasi bir tedavi olarak gelistirilmis ve 2015 yilinda Ebola viriisii i¢in
test edilmistir. Ebola salgimi sirasinda yeterince etkili bulunamamistir. Remdesivir bir 6n ilagtir ve
adenosin niikleozid analogu olarak bilinen GS-441524 adli aktif formuna geri doner [33]. Bir literatiir
taramasi, remdesivir ile tedavi edilen hastalarin iyilesme siiresini kisalttig1 ve plasebo grubuna kiyasla
alt solunum yolu enfeksiyonunu iyilestirdigi sonucuna varmistir. Gézlemsel ¢aligmalar, remdesivir'in
hastaligin erken evresinde kullanilmasi gerektigini ve tedavinin ilk giin 200 mg intravendz infiizyonla
baslamasi gerektigini, ardindan en az dort giin iist {iste glinde 100 mg inflizyonla baslamas1 gerektigini

gostermistir. Entiibe edilen hasta igin kullanim siiresi dokuz giinden fazladir [34,35].

Tablo 3. Favipiravirin ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Metabolizmasi /ilac etkilesim potansiyeli

Favipiravir (FAVI) Esas olarak aldehit oksidaz (AO) tarafindan metabolize edilir. Klinik
olarak 6nemli ilag etkilesimleri, metabolizma ve klirense dayali olarak minimum
diizeydedir. CYP2C8'i inhibe eder ve bu yollarla metabolize edilen ilaglarda
dikkatli olunmasi gerekir [32].

Favipiravir ile kombine kullanimda giinliik parasetamol dozu 3 g1
gegmemelidir [24].

Remdesivir'in ciddi olmayan advers etkileri, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, hemoglobin
seviyesinde azalma, lenfosit sayisinda azalma, solunum yetmezligi, anemi, hiperglisemi, artmis kan

kreatinin seviyesi ve artmis kan glukoz seviyesidir [36].

Tablo 4. Remdesivirin ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Metabolizmasy/ Tlag etkilesim potansiyeli

Remdesivir (RDV) Remdesivir, CYP2CS8, CYP2D6 ve CYP3A4 dahil olmak iizere birgok
sitokrom P450 enziminin bir substratidir ve ayrica organik anyon tasiyan
polipeptid OATP1BI1 ve P - glikoproteinin (P - gp) substratidir. Ancak, remdesivir
metabolizmasinin yukarida belirtildigi gibi CYP enzimleri degil, agirlikli olarak
hidrolazlar araciligiyla gerceklestigiileri siiriilmektedir. Hidrolaz aktivitesi ile
agirlikli olarak metabolize olan bir 6n ilagtir, aktif metaboliti GS-441524°dir [37]
IV uygulamasindan sonra hizli dagilim, metabolizma ve klirense dayali

olarak klinik olarak dnemli etkilesimler olast degildir [38].
Rifampisin, karbamazepin, fenitoin: [remdesivir] maruziyetinde potansiyel
azalma. Bu ilaglar birlikte uygulanmamalidir [39].
QTec tizerinde etkisi yoktur.

Sistemik kortikosteroid
Siddetli COVID-19 pnoémonisi olan hastalar sitokin firtina sendromuna sahip olabilir ve C-
reaktif protein, IL-6 gibi inflamatuar belirte¢leri 6nemli Ol¢iide artirmistir. Bunun nedeni viral
enfeksiyona yanit olarak uyarilan makrofajlarin interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve TNF gibi
proinflamatuvar sitokinleri salmalaridir. Enflamatuvar cevabi baslatan proinflamatuvar sitokinlerin

iretimi, ROS {iretimine yol agabilir ve bu durum enflamasyonun devamina ve siddetlenmesine neden
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olabilir [11]. iste bu kontrolsiiz ve asir1 bagisiklik sistemi tepkileri, akciger hasarmin artmasiyla iliskili
olan sitokin firtinas1 adi verilen hiperinflamatuvar bir duruma yol agabilir. Yapilan ¢aligmalarin
sonugclari, ciddi sekilde etkilenen hastalarin, hafif ila orta siddette hastaligi olan hastalara gore sitokin
firtna sendromu gelistirme olasiliginin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Sitokin firtina
sendromunda, kan dolasiminda ¢ok sayida sitokin salinir. Sitokin firtinasinin, akut solunum sikintisi
sendromunun (ARDS) ve ¢oklu organ yetmezliginin ana nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir
[40].

Kortikosteroidlerin gii¢lii bir antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu iyi bilinmektedir. Ge¢miste,
steroid uygulamasi SARS-CoV ve MERS-CoV hastalarinda denenmis ancak cevap alinamamigtir. Hatta
gecikmis viral klirensini bozdugu ve ikincil enfeksiyon riskini artirdigi ileri stirtilmiistiir [41].

Haziran 2020'de Oxford Universitesi, COVID-19 hastalarinda kortikosteroidlerin potansiyel
yararlt kullanimini test etmek i¢in randomize bir klinik ¢alisma yayinlamistir. Bu klinik ¢alismada,
hastalar on giin boyunca giinde 6 mg deksametazonu oral veya intravendz olarak almis ve sonugla
kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Arastirmacilar, ventilasyon uygulanan hastalarda 6liim oraninin tigte
bir ve yalnizca oksijen alan hastalarda beste bir azaldigi sonucuna varmislardir. Solunum destegine
ihtiyag duymayan hastalarda fayda goriilmemistir. COVID-19'lu kisilerde kortikosteroidler, teorik
olarak inflamatuvar yanitt modiile edebilir ve ARDS gelisme riskini azaltabilir [42]. Bununla birlikte,

su anda konuyla ilgili sinirli kanit vardir ve klinik arastirmalar halen devam etmektedir.

Tablo 5. Deksametazonun ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Ilac etkilesim potansiyeli

Deksametazon In vitro olarak CYP3 A4 ile metabolize oldugu ve bu enzimi inhibe
edebildigi gosterilmistir [43].

Nobet 6nleyici bir ilag olan fenitoin kullanan hastalarla deksametazonun
eszamanli aliminin, serum fenitoin konsantrasyonlarinin artmasina neden oldugu
gosterilmistir [44].

COVID-19 tedavisi sirasinda, diyabeti olsun ya da olmasin, deksametazon
almaya baglayan tiim hastalarin kan glukoz diizeyleri izlenmeli ve hiperglisemi
tedavisini almalar1 saglanmalidir [45].

Interlokin inhibitorleri ve Interferon

Sitokin firtinasi, 6zellikle artan IL-1, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin asir1 salimlari
nedeniyle olusmaktadir. Bu nedenle IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinleri hedeflemenin, enflamatuvar
cevabi azaltmaya yardimce1 olabilecegi ve boylece akut solunum sendromu gibi hastaliklarin ciddiyetini
azaltabilecegi one siriilmistiir. Tosilizumab, IL-6 reseptorlerine baglanarak kemokinleri hedefleyen
immiinosiipresif bir ilagtir. Ilag, romatoid artrit ve sitokin salim sendromunun tedavisi icin FDA onayina
sahiptir [46]. Tosilizumab, COVID-19 ile iliskili siddetli solunum semptomlar1 olan hastalar i¢in bir
segenektir.

Tedavinin giivenligini ve etkinligini degerlendirmek icin bir¢ok klinik c¢alisma yapilmistir

[47,48,49]. Bununla birlikte, ilaca baglamak i¢in uygun zamana dair hala bir kanit yoktur. Tosilizumab,
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enfeksiyonun erken bir asamasinda uygulanirsa, virlisle savagsmaktan sorumlu bagisiklik sistemini
baskilayabilir. Ote yandan, tedavi stratejisi IL-6 hasarlarindan &nce miimkiin oldugunca erken
yapilmalidir. Tosilizumab, iist solunum yolu bakteriyel enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlari gibi ciddi enfeksiyon riski tagir ve bu nedenle bakteriyel pndmonili COVID-19 hastalari
icin onerilmez [50]. IL-6 inhibitdrii olan bir diger ilag Sarilumab’in ciddi COVID-19 semptomlu
hastalarda kullanimi 6nerilmektedir [51].

Diger bir proinflamatuvar sitokin olan IL-1 miktarin1 azaltmak i¢in Anakinra isimli IL-1
inhibitoriiniin de ciddi COVID-19 hastalarinin tedavisinde kullanilabilecegi ileri siiriilmustiir. [52,53].

Tip I interferon (6zellikle interferon beta-1b), COVID-19 tedavisi icin bir tek olarak veya
lopinavir / ritonavir ve ribavirin ile kombinasyon halinde 6nerilmistir. Bir Faz Il randomize ¢aligmada,
bu kombinasyonun nazofaringeal siirlintii negatiflesmesine kadar gecen siireyi (12 giinden 7 giine)

azalttig1 gosterilmistir [54].

Tablo 6. Interlokin inhibitorleri ve Interferonun ilag etkilesim potansiyeli

Tedavi Ilac etkilesme potansiyeli

Tosilizumab (TCZ) IL-6 inhibitoridiir
Anti-Tumor Nekroz Faktorii (Anti-TNF) ajanlarinin, Biyolojik Hastalik
Modifiye Edici Antiromatizmal ilaglarin (DMARDs), kladribin, infliksimab,
natalizumab, takrolimusun immiinsiipresif etkilerinde artislar tosilizumab tedavisi
sirasinda goriilebilmektedir. Bu nedenle, tosilizumabin bu ilaglardan herhangi
biriyle kullanimindan kaginilmalidir [24].

Tosilizumab tedavisi sirasinda CYP3A4 substratlarinin serum
konsantrasyonunda azalma gézlemlenebilir, bu nedenle CYP3A4 ile metabolize
olan ilaglarin eszamanli kullanimda monitdr tedavisi gereklidir [24].

QTec lizerinde etkisi yoktur [55].

Sarilumab IL-6 inhibitoridiir.
IL-6, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 seviyelerinin azalmasina
neden olur [24].

Anakinra IL-1 alpha and beta yarigmali inhibitérleridir. Baglica metabolize oldugu
organ bobreklerdir [24].

Interferon (IFN) Farmakokinetik ilag-ilag etkilesimi potansiyeli, CYP'ler ile sinirl
etkilesimleri nedeniyle diisiiktiir [54].

SONUC VE TARTISMA

COVID-19, diinya ¢apinda sosyal hayati, ekonomik ve finansal piyasalar1 olumsuz etkileyen bir
salgindir. Ilag-ilag etkilesimleri énemlidir. Hasta tedavisinde istenmeyen sonuglara neden olur ve
ilaglarin olumsuz etkilerini tetikler. Ancak takip caligmalar1 yaparak bu etkilerin Oniine ge¢mek
miimkiindiir. ilag-ilag etkilesimlerinin mekanizmalari, siddeti, etki sekli ve klinik semptomlar1 hastaya
gore farklilagtirilabilir. Bu nedenle tani, ilag etkilesiminin yonetimi kadar onemlidir. Klinisyenler,
COVID-19 hastalarinin tedavisi sirasinda bir yeni ilag¢ yazarken 6zellikle ilag-ilag etkilesimi olasiligini

da g6z oniinde bulundurmalidir.
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Viriis bulagma riskini en aza indirmek i¢in etkili onleme tedbirleri izlenmelidir. CDC’ye gore
kamuya acik ortamlarda tibbi veya bez yiiz maskesi takilmasi, en az bir metre fiziksel mesafenin
korunmasi, diizenli olarak ellerin yikanmasi, ellerin alkol bazli iiriinlerle siirekli dezenfekte edilmesi
onemlidir. Gozlere, buruna ve agza miimkiin oldugunca dokunulmamalidir. Bu basit davraniglart
izlemek, virlislin yayilmasim sinirlar. Hitkiimetler, viriisiin yayilmasini dogru bir sekilde izlemek i¢in
teshis testi oranini artirmalidir. Iyilesme oranimin 6liim oranindan daha yiiksek oldugu bilinmektedir.

Insanlar1t COVID-19'a kars1 korumak icin asilama adimi ¢ok énemlidir. Cok sayida insan hala
koronaviriise karsi savunmasizdir. Asilar viicudumuzun koronaviriise yakalanmasini énler, en azindan
bagisiklik sistemlerimizi enfeksiyonla savagmaya tegvik eder ve COVID-19'un siddetli semptomlarinda
azalmaya neden olur.

Bu derlemede tedavi protokolleri, ilag-ilag etkilesimleri COVID-19 ile enfekte hastalarin
tedavisi acisindan tartisilmigtir. Asilama protokolleri ve COVID-19'a kars1 farkl asi tiirleri bagka bir

derlemede tartisilacaktir.
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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 olmadig1 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.
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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 gerceve iginde yazilmalidir. Yabanci dilde yazilmig
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 baslig1 derginin adu, 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 adi, cilt no (varsa), kitabevi,
yayinlandig1 sehir, sayfa no, basildig1 y1l (parantez i¢inde) 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 bas 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 ayr1 bir paragraf ile gosterilmeli ve yeni bilesiklerin safliklar1 ve
yap1 aydinlatilmalari saglanmalidir.
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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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