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Amag: Bu calismanin amaci, Tiirkiye'de gérev yapan eczacilarin COVID-19 hakkinda bilgi diizeylerini
ol¢mektir.

Gerec ve Yontem: Yazarlar: tarafindan literatiiriin kapsamli bir incelemesinden sonra gelistirilen 16
soruluk dogru-yanhys seklinde olan online anket Google formu kullanilarak sosyal medya ve profesyonel
platformlar (WhatsApp, Gmail, Instagram, LinkedIn gibi) araciligi ile eczacilara ulastrilmistir. Tiim
Tiirkiye 'den anketi tam dolduran 364 eczaci ¢alisma kapsaminda yer almistir.

Sonuc¢ ve Tartisma: Tiirkiye'de gerceklestirilen bu ¢alismada eczacilar % 99.5 'unun iyi bilgi diizeyine
sahip oldugu belirlenmigtir. COVID-19 bilgi diizeyini etkileyen faktorler incelendiginde ¢calismamizda, homojen
bir sekilde bilgi diizeyi yiiksek oldugu icin bagimsiz degiskenler ile bir iliski saptanmanustir. Literatiirde yas,
meslekte deneyim yili, yiiksek lisans ve doktora egitimine sahip olma ile daha iyi bilgi, deneyim siiresi ile bilgi
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diizeyinin iligkili oldugu bildirilmekte iken bazi ¢alismalarda da hi¢ bir 6zelligin iligkili olmadig belirtilmektedir.
Ancak Kesitsel ¢calisma olmasi neden- sonug iliskisini a¢iklamada kisithilik yaratmaktadir. Katilimcr sayisinin
orneklemi karsilamakla birlikte daha fazla olabilmesi arzu edilebilirdi.

Anahtar Kelimeler: Bilgi diizeyi, COVID-19, eczacilar, pandemi

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to measure the knowledge level of pharmacists working in Turkey about
COVID-19

Material and Method: The online questionnaire consisting of 16 questions in the form of true-false,
developed by the authors after a comprehensive review of the literature, was delivered to pharmacists via social
media and professional platforms (such as WhatsApp, Gmail, Instagram, LinkedIn) using the Google form. 364
pharmacists from all over Turkey who filled out the questionnaire were included in the study.

Result and Discussion: In this study carried out in Turkey, it was determined that 99.5% of the pharmacists
had good knowledge. When the factors affecting the level of knowledge of COVID-19 were examined, in our
study, no relationship was found with the independent variables since the level of knowledge was homogeneously
high. In the literature, it is reported that age, years of professional experience, having a master's and doctorate
education are associated with better knowledge, while the length of experience is associated with the level of
knowledge, while in some studies it is stated that no feature is related. However, the fact that it is a cross-
sectional study creates a limitation in explaining the cause-effect relationship. Although the number of
participants met the sample, it would have been desirable to have more.

Keywords: COVID-19, knowledge level, pharmacists, pandemic

GIRIS

Hastane ve toplum eczacilart COVID-19 krizinin kontrol altina alinmasi ve yonetilmesinde
onemli bir rol oynamis ve oynamaya devam etmektedir. Diger tiim saglik personeli gibi eczacilarin da
2019-nCoV salgininin yayilmasinin &nlenmesinde Onemli bir rol oynadiklarina dair kanitlar
sunulmaktadir [1-5].

Son yillarda, eczaciin profesyonel rollerinin, gorevlerinin ve sorumluluklarinin kademeli olarak
genisledigi bilinmektedir. Baslangigta, rol “iiriin odakli” ve regeteli tedavileri dagitmaktan ibaretse de
son on yilda “hizmet odakli” olmaya dogru yol almistir. Eczacilar tarafindan sunulan hizmetler, hasta
danigmanlig1 gibi bir dizi farmakolojik olmayan hizmetin sunulmasiyla, kademeli olarak ilagla siirl
olmayan alanlara dogru genislemektedir. Giiniimiizde eczaci artik sadece ilag konusunda bir uzman
olarak goriilmemekte, diger saglik uzmanlariyla is birligi i¢inde, 6nemli bir rol oynayan, ancak
meslekten olmayanlar tarafindan anlasilabilir olan, saglikla ilgili bir aktorii temsil etmektedir. Bu
itibarla, eczaci, toplumun saglik okuryazarligini artiran ve 6zellikle savunmasiz ve risk altindaki gruplar
olmak {izere vatandaslar egiten, danismanlik yapan ve giiclendiren "ayricalikli bilgi merkezi" olarak
hizmet eder [6].

Salgin sirasinda, eczacilar ilag tedarigi saglamaya, gerektiginde ilag sirketleri ve iireticilerle yakin
temas kurmaya ve yasllar, kronik hastalar i¢in ilaglarm eve teslim edilmesi gibi hizmetleri saglamaya
devam etmistir. Eczacilar, alkol bazli el dezenfektanlari ve eldivenler ve maskeler gibi kisisel koruyucu
malzemelerin tedarigi icin ellerinden gelenin en iyisini yapmustir. “Infodemik * olarak bilinen asilsiz

iddialar, haber ve bilgiler, tiim toplumun pandemiyle miicadele ¢abalarini tehlikeye atmaktadir. Hasta
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danmigsmanlar1 ve egitimciler olarak eczacilar, COVID-19 ile ilgili boyle bir yanlis bilgi seline ve
sOylentilere karsi koyma sorumluluguna sahiptir. Herhangi bir yanlis iletisim halk arasinda kolayca
panige yol agabilir. Toplum eczaneleri, saglikla ilgili endiseleri olanlar veya sadece bilgiye ve giivenilir
tavsiyeye ihtiya¢ duyanlar igin genellikle saglik sistemi ile ilk temas noktalaridir [1]. Bu halk saglig:
acil durumu sirasinda, toplum eczacilar1 halk i¢in giivenilir ve erigilebilir bir kaynaktir. Eczacilar
hastalarin ve halkin, enfeksiyonun bulagsmasini ve daha fazla yayilmasim 6nlemek igin etkili stratejiler
(6rn. el hijyeni, sosyal mesafe, solunum semptomlari varsa evde kalip izole olma) konusunda
egitilmesinde gorevlidir [7]. Eczacilar, kisisel ve ¢evresel hijyen ve iyi giivenlik uygulamalar1 hakkinda
egitim verebilir, miisterilerine dogru bilgileri iletebilir, kisileri resmi halk sagligi otoriteleri ve
kurumlarin web sitelerine yonlendirebilirler. Ayrica asi1 tereddiittii konusunda saglik hizmet otoritelerine
yardimci olarak, miisterilerinin asilanmalarina ikna edebilirler [6]. Teknolojik agidan bakildiginda,
saglik sektoriinde ve diger sektorlerde COVID-19, dijital tibbin potansiyel roliinii ve saglik hizmetlerini
iyilestirmek, mesafeleri azaltmak ve insanlar1 yakinlastirmak, fiziksel temasi en aza indirmek ve saglik
hizmeti siireclerini yavaglatan bazi biirokrasi bi¢imlerini kolaylastirmak ic¢in kullanimin1 6n plana
cikarmistir. Eczacilar da miisterilerine gevrimici video veya telefon goriismeleri yoluyla hizmet vermeye
baslamustir [6].

Eczacilar, diger saglik ¢alisanlar1 gibi, her zaman profesyonel standartlara uygun olarak halka
giivenli hizmet vermekle yiikiimliidiir. Serbest eczanede enfeksiyon 6nleme ve kontrol uygulamalarinin
uygulanmasi hem personelin hem de miisterilerin tesis iginde kendilerini gilivende ve rahat
hissetmelerine yardimci olabilir. Daha da onemlisi, kisisel giivenligin saglanmasi, virlisiin insanlar
arasinda bulagsma risklerinin azaltilmasi ve eczanedeki esyalarin temaslar1 yoluyla enfeksiyonun
yayilmasinin &nlenmesi agisindan kritiktir [7]. Eczacilar da diger saglik personeli gibi, salginla
miicadelenin 6n safthalarinda yer alirlar ve bu durum da onlar1 bu yiiksek derecede bulasici hastalik
agisindan daha yiiksek risk altinda birakmaktadir. Eczacilar, kolayca erisilebilen saglik ¢alisanlaridir
ve hastalar genellikle bir doktora basvurmadan once ila¢ ve damigmanlik almak i¢in eczacilara
gitmektedirler. COVID-19, ayrim g6zetmeksizin her yastan ve sektorden insani etkileyen oldukga
bulasici, kiiresel bir salgindir. Ama eczacilar bu son derece bulasici hastalikla miicadelede 6n saflarda
yer aldigindan ve etkilenen hastalarla dogrudan temas halinde oldugundan, genel popiilasyona kiyasla
hastalig1 kapma riski daha yiiksektir. Bu nedenle, saglik gorevlilerinin, klinik belirtilerinden teshisine,
oOnerilen tedavisine ve belirlenmis onleme stratejilerine kadar hastaligin tiim yonleri hakkinda yeterli
bilgiye sahip olmasi son derece 6nemlidir [3, 8].

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye’de gorev yapan eczacilarin COVID-19 hakkinda bilgi diizeylerini

Olgmekdir.



4 Nalli vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 1-10, 2022

GEREC VE YONTEM

Bu kesitsel caligma, Tiirkiye'deki hastanelerde ve toplum eczanelerinde gorev alan eczacilari
caligma kapsamina almistir. Tlrk Eczcilari Birligi yayma gore 37.442 eczaci gorev yapmaktadir [9].
Raosoft 6rnekleme programi kullanilarak, %95 giiven araliginda eczacilarin COVID-19 iyi bilgi diizeyi
prevalansi %70 (10) alinarak minumum 6rneklem sayisi 320 olarak hesaplanmigtir. Yazarlari tarafindan
literatiirlin kapsaml1 bir incelemesinden sonra gelistirilen 16 soruluk dogru-yanlis seklinde online anket
Google formu kullanilarak sosyal medya ve profesyonel platformlar (WhatsApp, Gmail, instagram,
LinkedIn gibi) aracilig ile eczacilara ulagtirilmistir. Tiim Tiirkiye’den anketi tam dolduran 364 eczaci
calisma kapsaminda yer almistir. Arastirmanin verileri Subat-Nisan 2021 arasi toplanmustir. Online
doldurulan anket iki boliimden olusmustur. ilk boliim, katilimcilar hakkinda yas ve cinsiyet gibi genel
bilgileri toplamak amagclanmistir. Ikinci béliimde bilgiyi dlgen 16 6nerme yer almaktadir. Her dogru
yanita 1, yanlis cevaplara O puan verilmistir. Bilgi puan1 11 ve {izeri olanlar iyi bilgi diizeyine sahip
olarak siniflandirtlmustir.

Calisma protokolii, Saglik Bilimleri Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir (karar no:
2021/01-02). Anketin ilk sayfasinda katilimcilara ¢alismanin amaglarini tanitilmis ve katilimin goniilli
dogasin1 agiklanmig, ardindan katilimcilara calismaya katilmak isteyip istemedikleri sorularak
reddederlerse anket otomatik olarak sonlandirilmistir. Ayrica, anketler anonim gerceklestirilmistir. Veri
girisi ve analizi i¢in SPSS siiriim 26 (SPSS, Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilmigtir. Tiim kategorik
degiskenler frekans ve ylizde olarak sunulmustur. Bagimsiz degiskenler ile bilgi puanlarim
karsilastirmak icin bagimsiz t testi ve tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir. P degeri <0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Aragtirmaya katilan eczacilarin 6zellikleri tablo 1’de goriilmektedir, % 41.5 erkek, ¢ogunlugu
toplum eczacist ve 20 yil ve tizeri meslek yilina sahiptir. Eczacilarin COVID-19 ortalama bilgi puani
14.5£1.06 (8-16) olarak hesaplanmistir. Eczacilarin bilgi puan ile cinsiyet, yas, meslekte deneyim,
egitim durumu ve ¢aligma yerinin arasinda anlamli bir iligki belirlenememistir. Tablo 2’de katilimcilarin
bilgiye iligkin 6nermelerine iligkin yanitlar1 izlenmektedir. Katilimcilarin %99.5’u 6nermelerin biiyiik
bir kismini dogru yanitlayarak iyi diizeyde bilgi diizeyine sahip oldugu belirlenmistir.

Eczacilarm COVID-19 hakkinda dogru bilgiye sahip olmasi ve bu bilgiyi hastalarina ve
danisanlarina aktarmasi dnemlidir. Ayrica bireylerin yiiksek bilgi diizeyleri de davranislarini olumlu
etkilemektedir. Bu agidan eczacilarin bilgilerini degerlendiren ¢aligmalara ihtiyag vardir. Tiirkiye’de

gerceklestirilen bu ¢aligmada eczacilarin % 99.5’unun iyi bilgi diizeyine sahip oldugu belirlenmistir.
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Yapilan ¢alismlarda Eczacilarin Misir’da yaklasik 2/3°{, Hindistan’da % 22.7’si, Pakistan'da %
71,51, Sudan’da % 51.1’i, Etopya’da % 53,2’si, COVID-19 ile ilgili iyi bilgiye sahip oldugu
bildirilmistir [10- 14]. Calismamiza uyumlu olan yiiksek iyi bilgi diizeyi sikligi eczacilarin %90'1n1 agan
siklikta COVID-19 ile ilgili yeterli bilgiye sahip oldugu saptanan arastirmalar da mevcuttur [15-18].

Tablo 1. Eczacilarin sosyo-demografik 6zelliklerine gore dagilimi

Cinsiyet Sayi(n) Yiizde(%)
Erkek 151 415
Kadin 213 58.5
Yas grup
20-29 69 19.0
30-39 90 24.7
40-49 87 23.9
50-59 56 15.4
60+ 62 17.0
Meslek siire (yil)
0-4 61 16.8
5-9 40 11.0
10-14 32 8.8
15-19 52 14.3
20+ 179 49.2
En son aldiginiz egitim hangisidir?
Universite 310 85.2
Yiiksek Lisans /Doktora 54 14.8
Calisma durumu
Eczane 305 83.8
Hastane 59 16.2

Calismaya katilan eczacilarin biiyiik ¢ogunlugu COVID-19’u DSO tarafindan pandemi olarak
ilan edildigini, viriis oldugunu, damlacik yolu ile bulastigini, belirtilerini, tan1 yontemini, pndmoniye
neden oldugunu, cocuklarda agir seyirli olma olasiligmmin daha diisiik oldugunu bilmistir.
Komplikasyon, korunma ve tedavi konusundaki 6nermelere de dogru yanitin oldukga yiiksek oldugu
belirlenmistir. Caligmanin verilerinin pandeminin 1. yilina yakin toplanmasmin etkisi olmustur,
eczacilar pandemi siirecinde bilgi ve deneyim kazanmiglardir. Pandeminin farkli siireclerinde hastaligin
etkeni, belirtileri, bulag yolu, tani, tedavi ve korunmas: hakkinda eczacilarin katilimi ile yapilan
calismalarda %14.6- %100 olarak degisen siklikta farkli yanitlar belirlenmistir. Addis Ababa’da

13

eczacilarin % 14.6°1 “cocuklar ve ergenleri COVID-19 nedeniyle ciddi hastalik veya 6liim riski yiiksek
olan hasta grubu” olarak bildirdigi, Urdiin’de tiim katilimcilarin hastaligin belirtilerini bildigi
anlagilmistir [8, 10-22] . COVID-19 bilgi diizeyini etkileyen faktorler incelendiginde ¢alismamizda,
homojen bir sekilde bilgi diizeyi yiiksek oldugu i¢in bagimsiz degiskenler ile bir iliski saptanmamustir.
Literatiirde yas, meslekte deneyim yili, yiiksek lisans ve doktora egitimine sahip olma ile daha iyi bilgi,
deneyim siiresi ile bilgi diizeyinin iligkili oldugu bildirilmekte iken bazi ¢aligsmalarda da bu 6zellikler

ile bilgi diizeyi arasinda herhangi bir iligki bulunmamustir. [10-22].
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Eczacilar, diger saglik calisanlar1 gibi her zaman profesyonel standartlara uygun olarak halka
giivenli ve etik bakim saglamakla yiikiimlidiirler. Serbest eczanede enfeksiyon 6nleme ve kontrol

onlemlerinin uygulanmasi hem personelin hem de miisterilerin tesis i¢inde kendilerini giivende ve rahat

Tablo 2. COVID-19 6nermelere verilen yanitlara gére dagilimlari

Dogru Yanhs

Sayi(n) | Yiizde(%) | Sayi(n) | Yiizde(%)
COVID-19, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan pandemi olarak ilan 363 99.7 1 0.3
edilmistir.
Coronavirus bir tiir bakteridir. 24 6.6 340 93.4
Hastalik esas olarak damlacik yoluyla bulasmaktadir 353 97.0 11 3.0
Anne siitiinden bebege bulasabilir. 94 258 270 74.2
Yaygin belirtileri ates, oksiiriik ve nefes darhgidir. 360 98.9 4 11
Hastalik hi¢bir semptom vermeyebilir. 355 97.5 9 2.5
PCR testi sonucu "negatif" cikan hastalar kesinlikle hasta degildir. 29 8 335 92
Coronavirus oldugu kanitlanan her hasta hastaneye yatirilir. 2 0.5 362 99.5
COVID-19 ¢ocuklarda daha agir seyretmektedir 8 2.2 356 97.8
COVID-19 bir tiir zatiirredir. 122 335 242 66.5
COVID-19 pihtilagsma problemleri yaparak emboliye neden olabilir. 353 97.0 11 3.0
COVID-19 gegirip iyilesen Kisilerin maske takmasina gerek yoktur. 4 11 360 98.9
Izolasyondaki hastalar, park ve bahge gibi ortak alanlarda 22 6.0 342 94.0
herkesten uzak sekilde zaman gecirebilirler.
COVID-19 tedavisinde favipiravir éncelikli ilactir. 344 94.5 20 55
COVID-19 tedavisinde gida takviyelerinin ilaglardan daha etkin 36 9.9 328 90.1
oldugu bilimsel olarak ortaya konmustur.
COVID-19 as1 calismalar iilkemizde yapilmamaktadir. 26 7.1 338 92.9

hissetmelerine yardimci olabilir. Toplum eczanelerindeki tiim bu 6nleyici tedbirler, sadece yerel halkin
degil, ayn1 zamanda diinyanin dort bir yanindan turistlerin ziyaret ettigi eczaneler i¢in son derece
onemlidir [21, 23]. Calismalar, eczacilar igin stirekli egitimin 6nemini vurgulamaktadir. Genel olarak,
acil durumlar saglik sistemlerini ve saglik hizmetlerini sunma yeteneklerini baski altina alir. Su anda,
diinyanin ¢esitli bolgelerindeki saglik hizmetleri, COVID-19 salgini tarafindan iiretilen artan taleple
kars1 karsiyadir, eczacinin biyolojik felaketler de dahil olmak {izere acil durumlara hazirliktaki rolii
anlagilmistir [23]. COVID-19 salginina kars1 6n saflarda yer alan eczacilarin COVID-19 salgimi
sirasindaki roliinii belirlemeye yonelik bir sistematik derlemede eczacilarin COVID-19 salgini sirasinda
onemli bir rol oynayabilecegini gostermistir [24]. Bilgileri en yiiksek dogruluk ve agiklikla saglamak
icin saglik calisanlarinin dogru ve giivenilir bilgilere sahip olup, giincel olmalar1 beklenir. Toplumun

icinde yer alan ve kolay erisilebilen toplum eczaneleri, daniganlar icin degerli bir giivenilir ve kanita
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dayal1 bilgi kaynagi olabilir. Toplum eczaneleri, ayn1 zamanda, bazi iilkelerde tam kapanmaya ragmen
halka hizmet etmeye devam eden temel is yerlerinden biridir. Toplum eczacilari, halk sagliginin hayati
bir pargasidir ve bircok durumda eczanelere erisimin niteligi goz oniine alindiginda ilk temas noktasidir.
Eczacilar, diizenli faaliyetlerine ek olarak toplumu; pandeminin dogasi, hastaligin semptomlari, bulagma
sekli hakkinda egitmek; halk saghigi kilavuzlarina uygun sekilde onleme ve enfeksiyon kontrol
prosediirlerini tesvik etmek i¢in iyi bir donanima sahiptir. Diinyanin dort bir yanindaki eczacilar su anda
topluluklarina hizmet etmekte ve rutin rollerine ek olarak, genel COVID-19 salgin kontroliine 6nemli
6l¢iide katkida bulunmaktadirlar [25, 26].

Calismanin sinirliliklart su sekilde siralanabilir. Kesitsel ¢alisma olmasi neden- sonug iligkisini
aciklamada kisithilik yaratmaktadir. Katilimcir sayisiin orneklemi karsilamakla birlikte daha fazla
olabilmesi arzu edilebilirdi. Calisma eczacilarin pandemi siirecindeki durumlarini vurgulamak agisindan
Onemlidir.

Sonug olarak, Saglik hizmetleri is giiciiniin {iyeleri olarak hastane ve serbest eczanelerde ¢alisan
eczacilar, COVID-19 pandemisine karsi miidahalenin ayrilmaz parcalaridir. Calismanin bulgularina
gore, katilimcilarin COVID-19'un her bir 6zel yonii hakkinda yiiksek diizeyde bilgi sahibi oldugu
anlagilmistir.  Saglik sisteminde 6n saflarda yanit verenler olarak eczacilarin COVID-19 ile ilgili
bilgileri 6nemlidir. Tiim paydaslar, pandemiyi kontrol etmeye yardimci olacak yeterli malzeme ve

hizmet tedarikini saglamak i¢in ¢aligmalidir.
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Material and Method: The phytochemical analysis was performed using GC-MS in order to identify the
volatile components of the bioactive Hex extract. The wound healing activity of P. pungens extract was
evaluated based on in vitro antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, and, scratch activity was studied. In
addition, the in vitro cytotoxicity of the extract was also evaluated.

Result and Discussion: P. pungens methanol extract depicted a 5-LOX inhibitory activity at 78.2ug/mL
(ICsp), while the antioxidant activity by DPPH radical provided an I1Csp=2.41mg/mL, and the ABTS radical
showed 1Csp=3.32mg/mL, respectively. The extract showed dose-dependently anti-inflammatory activity while
L-NAME and P. pungens methanol extract significantly decreased LPS stimulated PGE; production. According
to the scratch assay results, all treatments led to an increase in cell migration rate with a dose-dependent effect.
Our findings suggested that P. pungens methanol extract may have a role in wound healing according to the
scratch test, and it is thought that its antioxidant and anti-inflammatory activity also contributed. Further
evaluations are ongoing to confirm the in vitro activity under in vivo conditions.

Keywords: Cell culture, fibroblast, inflammation, Lamiaceae, macrophage
0Z

Amag: Bu calismada, Phlomis pungens Willd. toprakiistii kisimlarindan elde edilen ekstrelerin in vitro
yara iyilesmesi, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesinin arastirilmast amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Biyoaktif hekzan ekstresinin u¢ucu bilesenlerini belirlemek icin fitokimyasal analiz
GC-MS kullanilarak yapilmistir. P. pungens ekstresinin yara iyilestirme aktivitesi, in vitro antimikrobiyal,
antioksidan, antiinflamatuar etkinlikleri degerlendirilmis ve ek olarak ekstrenin in vitro sitotoksisitesi de
degerlendirilmigtir.

Sonu¢ ve Tartisma: P. pungens metanol ekstresi, 78,2 ug/mL'de (ICso) 5-LOX inhibe edici aktivite
gosterirken, DPPH ydntemi ile antioksidan aktivitesi 1Csp=2.41mg/mL ve ABTS 1Cs0=3.32 mg/mL olarak
bulunmustur. Ekstre, doza bagh olarak anti-inflamatuar aktivite gosterirken, L-NAME ve P. pungens metanol
ekstresi, LPS ile uyarilan PGEiiretimini onemli ol¢giide azaltmigtir. Strach metodu sonug¢larina gére doza baglt
etki ile hiicre go¢ hizinda bir artis gézlemlenmistir. Bulgularimiz, starch testine gore P. pungens metanol
ekstresinin yara iyilesmesinde rol oynayabilecegini ve antioksidan ve antiinflamatuar aktivitesinin de katkida
bulundugu diisiindiirmiistiir. In vivo kosullar altinda in vitro aktiviteyi dogrulamak icin baska degerlendirmeler

devam etmektedir.
Anahtar kelimeler: Enflamasyon, fibroblast, hiicre kiiltiirii, Lamiaceae, makrofaj

INTRODUCTION

The Phlomis species with their preparations are known as wounds healing agents according to
folk medicine information [1]. Furthermore, previous studies revealed that Phlomis pungens Willd.
which belongs to Lamiaceae family possess a wide spectrum of pharmacological activities [2-3].

As it is well known, generally, wound repairing is progressed through four overlapping stages:
hemostasis, inflammation, proliferation, and maturation [1,2]. Inflammation is a complex biological
response of body tissues to harmful stimuli, such as pathogens, damaged cells, free radicals, or irritants
[3,4]. Prolonged inflammation, known as chronic inflammation leads to simultaneous destruction and
healing of the tissue derived from the inflammatory process [3] while and increased oxidative stress can
hamper further the wound process. Treatments with natural products such as plant extracts can accelerate
the wound healing process, given that they can eliminate microbial contamination and wound
inflammation, due to their favorable properties [5].

The objective of the present study was to assess and demonstrate the pharmacological activities
of P. pungens (PP) extract focusing on its wound healing properties. Anti-inflammatory activity was

assessed by in vitro methods; lipoxygenase enzyme inhibition and lipopolysaccharide-induced
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Prostaglandin E2 and nitrite levels in RAW 264.7 cells. The wound healing activity of PP was also
assessed by in vitro scratch assay.

MATERIAL AND METHOD

Extract Preparation

The aerial parts of Phlomis pungens Wild. (PP) were manually harvested at 2016 from Arguvan
region (Malatya, Turkey). Faculty of Pharmacy Herbarium (Istanbul University) was contained the
voucher specimen (ISTE 115025) for aerial parts. The dried-samples of PP were extracted by maceration
with methanol, followed by a liquid-liquid fractionation using n-hexane (Hex), dichloromethane
(CH.CI), and ethyl acetate (EtOAC), respectively.

Phytochemical Analyses

GC/MS analysis of PP Hex extract was carried out with an Agilent 5975 GC-MSD system.
Innowax FSC was used with helium as carrier gas. The GC analysis was performed with an Agilent
6890N GC system. Relative percentage amounts of the separated compounds were calculated from FID
chromatograms as mentioned previous studies [6].

Identification of the essential oil components was carried out by comparison of their relative
retention times with those of authentic samples or by comparison of their relative retention index (RRI)
to a series of n-alkanes. The components of essential oils were identified by comparison of their mass
spectra with those in the Baser Library of Essential Oil Constituents, Wiley GC/MS Library, MassFinder
Library [6].

In vitro Antioxidant Assays

DPPH Radical Scavenging Assay
Antioxidant capacity of PP methanol extract was examined with DPPH (2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) [7]. Optical density was measured spectrophotometrically at 517 nm. The analysis was

compared with ascorbic acid as standard reference, according to our previous work [8].

ABTS Radical Scavenging Assay

The antioxidant effect of the extracts were detected using ABTS (2, 2-azino-bis-3 ethyl
benzathiazoline-6-sulphonic acid) radical radical cations decolourisation assay according to protocol of
Re et al. [9]. Assays were conducted comparatively using standard reference substances such Trolox, as

per in our previous work [8].
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Total Phenolic Content
The total phenolic content of PP methanol extract was determined using the Folin-Ciocalteu
method. The optical density was read at 765 nm. A calibration curve (R?= 0.9816) was used to determine

the total phenolics compounds [10].

Antimicrobial Studies

The antimicrobial properties of PP methanol extract was found out using the broth microdilution
test that was conducted to the method of Clinical and Laboratory Standards Institute. Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli NRLL B-3008, and Candida albicans ATCC 64548 strains were investigated in
this work. Mueller Hinton Broth was used for antibacterial assays whilst RPMI broth was used for

antifungal assay.

Lipoxygenase (LOX) Inhibition Assay

A modified spectrophotometric method which was formed by Baylac and Recine, was used to
determine the 5-lipoxygenase (5-LOX) inhibition potential of the PP methanol, EtOAc, CH.Cl; and Hex
extracts [11]. Herein, a nordihydroguaiaretic acid (NDGA), a known inhibitor of soybean lipoxygenase,

was used as a reference standard drug.

Cytotoxicity

Cell Culture

The L929 mouse fibroblast and RAW 264.7 murine macrophage cell lines were cultured in
DMEM (10% FBS, v/v) and supplemented with 1% (v/v) penicillin—streptomycin. Cells were incubated
at 37°C and 5% CO, and were passaged out every 2—3 days.

Cytotoxicity by MTT Assay

MTT [3-[4.5-dimethylazol-2-yl]-2.5-diphenyl-tetrazolium bromide] assay was performed to
assess the cytotoxicity profile of PP on RAW?264.7 and L929. Concisely, RAW264.7 and L929 cells
were plated and incubated in a 5% CO; atmosphere at 37°C for 24h to form a confluent layer. Cells were
treated with various concentrations (0.125-1 mg/mL) of PP freshly diluted with cell culture medium.
After 1 day incubation 0.5 mg/mL MTT was applied to per well and continued with 2h incubation at
37°C. A UV-spectrophotometric plate reader was used to measure the absorbance of the blue formazan
at 570 nm. (Thermo, Finland) [12].

Anti-inflammatory Activity
Griess assay was used to detect the anti-inflammatory potential of PP methanol extract on RAW
264.7 cell through stabile metabolite of NO, nitrite level [12]. After 24h incubation, RAW 264.7 cells
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were pre-treated with various concentrations of PP for 2h followed by stimulation for 22h with 1 mg/mL
lipopolysaccharide (LPS extracted from E. coli 0111:B4) at 37°C in an incubator with 5% COsx.

Nitrate level was estimated in cell supernatants using Griess reagents in each well of a 96-well
plate. Absorbance was measured at a wavelength of 540 nm in a microplate reader (Multiskan Ascent,
Finland). NO production was measured as the concentration of nitrite by comparing against a standard
curve generated using NaNO. 0.1 mg/mL L-NAME (L-NG-Nitro arginine methyl ester), a non-
selective nitric oxide synthase inhibitor, was served as a control.

Anti-inflammatory activity of PP methanol extract was also supported with Prostaglandin E;
The anti-inflammatory effect of the PP methanol extract was also verified using the Prostaglandin E»
ELISA Kit (Abcam, UK) and 100 uL of cell supernatants treated with LPS and compounds, as instructed

by the manufacturer.

In Vitro Wound Healing Activity by Scratch Assay

The wound healing properties of the PP extract were assessed by scratch assay in vitro by
assessing the migration rate of the L929 mice fibroblast cell line within 24h. Briefly, cells were seeded
in 24-well cell culture plate. After the cells had nearly formed a confluent cell monolayer, a linear wound
was generated in the monolayer using a sterile 100 xL plastic pipette tip. Any cellular debris was
removed by washing the wells with phosphate buffer saline (PBS).

Different concentrations (0.125-0.5 mg/mL) of PP extracts were administered to each scratched
well and incubated at 37°C and 5% CO; in humidified atmosphere.

Directly after generating the scratch (Oh) and after 8, and 24 h (end point time) microscopic

images of the same area of the respective scratch were taken (AxioCam, Germany).

Statistical Analysis
Statistical analyses were evaluated with GraphPad Prism 7.0 program (California, USA). Values
for p<0.05 were considered statistically significant. T-test was used to compare the significant

differences between groups.

RESULT AND DISCUSSION

Hex extract yield (17.9 g; 41.7%) was highest over total methanol extract (43 g). The yields of
EtOAc and CHCI; extracts were 16.5% and 3.7%, respectively. The Hex fraction of Phlomis pungens
Willd. (PP) was examined by GC-MS and hexadecanoic acid (38.7%) was determined as a major
constituent. Other compounds found in the extract were benzophenone (19.3%), methyl decanoate

(15.6%), and methyl pentadecanoate (13.6%), respectively.
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In further, the PP methanol extract displayed moderate in vitro antioxidant capacity compared to
Trolox (0.015 mg/mL) and ascorbic acid (0.002 mg/mL), against ABTS (ICs,=2.32 mg/mL) and DPPH
(1Cs0=1.41 mg/mL) free radicals. The entire phenolic constituents of PP methanol extract was 2967 mg
of gallic acid/100g extract.

Moreover, the antimicrobial activity of the different extracts of PP was against tested
microorganisms. Table 1 shows the antimicrobial activity of PP extracts, and the reference compounds
versus the tested microorganisms. The PP methanol and Hex extracts showed antifungal activity against
the C. albicans (250 pg/mL). C. albicans was more responsive to the PP, while the tested bacteria were
resistant.

ICs values of lipoxygenase inhibitory activities of methanol, EtOAc, CH2Cl; and Hex extracts of
PP were 27+2.8, 77.4%1.5, 32+0.7, 26.1+1.2 ug/mL, respectively as compared to NDGA (3.2+0.9
ug/mL).

The cytotoxic effects of the PP methanol extract on L929 and RAW264.7 cell lines were
demonstrated in Figure 1 as cell viability % compared to control. According to MTT results PP did not
exhibit cytotoxicity on L929 and RAW264.7 cell lines at concentrations between 0.125-1 mg/mL (Fig.
1A). Furthermore, a notable increased proliferation of RAW264.7 cells was observed with PP in a dose
dependent manner (Fig. 1B).

In vitro anti-inflammatory capacity of PP was assessed with nitrite level and several
concentrations (between 0.125-1 mg/mL) of the extract were tested based on MTT results which showed
no cytotoxicity for these doses. As seen in Figure 2, PP showed dose-dependently anti-inflammatory
activity. In addition, 0.25, 0.5 and 1 mg/mL concentrations of the extract have showed a significant
reduction in LPS-induced nitrite production in RAW 264.7 cells. Moreover, nitrite inhibition % of
related concentrations were found as 18.68%, 21.33%, and 40.16 % compared to LPS, respectively. The
analgesic activity of nitrite reducing doses of PP (0.25-1 mg/mL) was determined by the PGE; level. As
seen in Figure 3, L-NAME (0.1 mg/mL) and PP (0.25-1 mg/mL) significantly decreased LPS stimulated
PGE; production. The highest PGE; inhibition was seen with 0.125 mg/mL of the extract (p<0.05).

The wound healing properties of the PP were assessed through in vitro scratch assay. The cell
proliferation and migration rate of groups were recorded at time 0, 8, and 24 h. In Figure 4, microscopical
scratch images of groups treated with different concentrations of PP extract at time 0, 8, and 24 h were
given. According to the results, all treatments have led to an increase in cell migration rate in a dose-
dependent manner in comparison to the control. In Figure 5, the relative wound healing activity of each
group was given. As it was expected, the ration of in vitro wound healing is interestingly high since

wound healing was analogous with the dose of the extract and above 90%.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial activity in various extracts of P.

pungens (ug/mL)
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Figure 1. Cytotoxicity profile of PP on L929 (A) and RAW264.7 (B) cell lines by MTT assay
Data were expressed as mean = SD compared to control. (A) Statistically significant difference; "p<0.05, "p<0.01, **p<0.001
vs. control (B) All groups except Ctrl were treated with LPS. Statistically significant difference: “p<0.05, *p<0.01 vs. LPS and
the significant difference between Ctrl and LPS were defined with #p<0.05. Ctrl: Group treated with DMEM; L-NAME: L-NC®-

Nitro arginine methyl ester (0.1 mg/mL); PC: 20% (v/v) DMSO.
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Figure 2. Inhibition of nitrite production by PP in LPS-induced RAW264.7 cells

*p<0.05, *p<0.01; significant difference from LPS and the significant difference between Ctrl and LPS were defined with

#p<0.01. Data were expressed as mean + SD compared to LPS. Ctrl: Group treated with DMEM; L-NAME: L-N©®-Nitro arginine

methyl ester (0.1 mg/mL).
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Figure 3. Inhibition of LPS-induced PGE2 production by PP

*p<0.05, **p<0.01; significant difference from LPS and the significant difference between Ctrl and LPS were defined with
#p<0.001. The outcomes were illustrated as mean + SD compared to LPS. Ctrl: Group treated with DMEM; L-NAME: L-NG-
Nitro arginine methyl ester (0.1 mg/mL).

The present study revealed the antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory and wound healing
activity of Phlomis pungens Willd. (PP) methanol extract.

GC-MS analysis proved the presence of hexadecanoic acid, which is a saturatted fatty acid known
for various pharmacological activities, such as anti-inflammatory [13] by downregulating pro-
inflammatory cytokines. Hence, hexadecanoic acid can be considered as the major component
responsible for anti-inflammatory activity of PP as it was quoted from previous studies [14]. However,
although, in the past works, the antioxidant activity evaluation was performed with PP methanol extract,
the derived results in this study differed from the previous one [15,16]. Consequently, it can be said that
the parameters such as flora and time of harvest where the plant grows can change the secondary
metabolites of the plant and therefore its activity.

The antimicrobial studies reveal that the PP did not show any remarkable antibacterial effect but
depicted an interesting antifungal property. C. albicans have been found in surgical wounds which are
prone to become chronical; considerably, the extract can be also applied for fungi contaminated wounds.

It is well known that lipid mediators originated by 5-LOX metabolism can activate both pro- and
anti-inflammatory pathways. However, their role during wound healing has not fully understand but
seems to be important in wound healing [17]. Several experiments have shown that the absence of 5-
lipoxygenase triggers rapid dermal wound closing. [17,18]. In this work, the methanol and Hex extracts
showed moderate inhibitory activity to 5-LOX which however is in the acceptable limits.

Cell viability which can be evaluated by MTT assay is among the most important studies for
wound healing applications. It is well reported that wound systems which are toxic to microbial cells
could potentially be toxic to the skin cells. This cytotoxicity could affect the cells in various pathways
such as stopping their growth, divide and inducing their necrosis due to cell lysis. Considerably, these

facts can reduce the viability, proliferation, and mobility of the cells and further delay the wound healing
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activity [19]. As it was expected, the developed extract did not depict any signs of cytotoxicity which is
very promising.

The raised level of PGE: is a sign of progression of inflammation in several cell types and variant
inflammatory disorders. Furthermore, decreased level of PGs in fetal skin tissue might display a less
severe inflammatory response, which results in little scar formation after wound healing [20]. In this
study, PP presented dose-dependently anti-inflammatory activity which is very important for wound
healing applications. Finally, the inhibition of prostaglandin production has been associated with
reduced pain; hence, herein the PP showed inhibition of LPS-induced PGE; production which can

potentially leads to reduced pain and improved anti-inflammatory activity.

0.250 mg/ml 0.500 mg/ml

24h i . : : :
Figure 4. Microscopical figures of in vitro wound healing activity of P. pungens extract on L929 cell
line
Scratches formed and images were taken with a microscope at 10 magnification at 0, 8, and 24 h. Ctrl: Control group treated
with medium.

Fibroblasts perform a crucial function by proliferating, spreading to the lesion site, and
stimulating the formation of new extracellular matrix in the initial stages of wound healing [21].
Therefore, fibroblast cell lines such as L929 have been widely employed to assess wound healing
activity in vitro [22]. The initial steps of wound healing are activation, proliferation, and migration of
fibroblasts during which multiple cell types and other micro environmental factors seems to be involved.
Scratch assay has been widely applied to study in vitro the wound healing applicability of naturally
derived plants; it was found that wound contraction was desirable when the extract applied to L929

fibroblast cell lines.
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Figure 5. Wound healing effect of P. pungens extract on L929 cell
Relative wound healing according to the closed gap between scratch margins within 24 h for each group. Ctrl: Control group
treated with medium.

Present investigations concluded that PP demonstrated in vitro antimicrobial, anti-inflammatory,
and antioxidant properties. According to our results, it could be suggested that PP contributes greatly to
in vitro wound healing process owing to its antioxidant and anti-inflammatory activity. Due to the wound
repairing (in vitro) behavior of the P. pungens extract further investigation on animal models or humans
could assure the possible application of the extract for wound healing. PP extract may have a role in
wound healing with the scratch test, and it is thought that its antioxidant and anti-inflammatory activity
also contributes to this effect. It is thought that this study related to the effects of PP extract will lead to

new studies.
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MOLECULAR DOCKING STUDIES OF COX INHIBITORS ON WILD-
TYPE RAS

COX INHIBITORLERININ YABANI-TIP RAS ENZIMI UZERINDE MOLEKULER DOKING
CALISMALARI

Dilan KONYAR? (9, Hayati OKUR! {9, Zehra ARSLAN?!

!Dicle University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry, 21280, Diyarbakir,
Turkey

ABSTRACT

Objective: In addition to its role in the formation mechanism of inflammation, the binding potential of
COX inhibitors, which can inhibit tumorogenesis by induce apoptosis, has been explored by molecular docking
studies on wild-type RAS enzyme.

Material and Method: KRAS enzyme (PDB ID: 40BE), which consists is obtained by the x-ray
crystallization method, was chosed considering the resolution. The 2D structures of ligand molecules were
drawn in the ChemDraw 19.1. The MOE 2020 program was used to form the docking studies.

Result and Discussion: As a result of docking studies, it has been understood that the presence of aromatic
structures in 3a and 3b ligand molecules is critical for ligand-receptor interaction. it has been understood that
there must be a certain distance between the carbonyl group and the nonpolar part of the molecule for the
molecule to bind to the receptor site with a high affinity. In the following stages, more effective anticancer drug
molecules can be obtained by design molecules with an appropriate diameter and length, having functional
groups containing the suitable electron donor or acceptor.

Keywords: RAS, COX inhibitors, docking, MOE, binding affinity

oz

Amag: Inflamasyon olusum mekanizmasindaki roliiniin yani swra apoptoz olusumunu tetikleyerek
tiimorogenesisi inhibe edebilen COX inhibitorlerinin yabani-tip RAS enzimi iizerinde molekiiler doking
calismalart ile baglanma potansiyelleri arastirilmigtir.

Gere¢ ve Yontem: X-isimi kristalizasyon yontemi ile elde edilen KRAS enzimi (PDB kodu: 40OBE)

coziiniirliik dikkate alinarak se¢ilmistir.Ligand molekiillerinin 2 boyutlu yapilart ChemDraw 19.1'de ¢izilmigtir.
Doking ¢alismalari i¢cin MOE 2020 programi kullanilmistir.
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Sonug ve Tartisma: Docking ¢alismalar: sonucunda 3a ve 3b ligand molekiillerinde aromatik yapilarin
varligimin ligand-reseptor etkilesimi icin kritik oldugu anlasilmistir. Molekiiliin reseptor bolgesine yiiksek
afinite ile baglanabilmesi i¢in karbonil grubu ile molekiiliin polar olmayan kismi arasinda belirli bir mesafe
olmasi gerektigi anlasilmistir. Ilerleyen asamalarda uygun elektron verici veya alici iceren fonksiyonel
gruplara sahip uygun ¢ap ve uzunlukta molekiiller tasarlanarak daha etkili antikanser ilag molekiilleri elde
edilebilir.

Anahtar kelimeler: RAS, COX inhibitors, doking, MOE, baglanma afinitesi

INTRODUCTION

KRAS, NRAS, and HRAS are small GTPase proteins that attitude as cycling between inactive
GDP-bound and active GTP-bound forms, transmitting signals from membrane bound receptors and
expressed in all humans [1]. When Ras proteins are activated, “switch on” of downstream effectors that
turn on genes, which are concerned in essential cellular processes such as cell growth, differentiation,
and survival. It was identified as a retroviral oncogene by Harvey and Kirsten in the 1960s when
sarcomas were excited in rodents from a murine leukemogenic virus preparation. Therefore, Kirsten rat
sarcoma 2 viral oncogene homolog as it is named [2, 3].

There are four different RAS proteins (HRAS, NRAS, KRAS4A and KRAS4B) encoded by three
human Ras genes (HRAS, NRAS and KRAS) [4]. Because of their crucial role in signaling, mutation
of the RAS gene family is implicated in human cancers [5]. These mutations cause sequential signal
activation, thereby leading to the development of various cancers such as pancreatic, colorectal and lung
malignancies [4]. Mutations in codons 12, 13 and 61 of Ras proteins are known to be associated with
cancer [6]. Mutations of RAS proteins occur in more than 30% of human cancers [7]. Mutational profiles
in different cancer types differ among of RAS gene isoforms [6].

For example, there is the most commonly mutation of KRAS with 86 % possibility, and it occurs
mostly in pancreatic ductal, colorectal, lung, ovarian and endometrial carcinoma. On the other hand,
while the isoform NRAS mutations were occured in cutaneous melanoma, hematopoietic malignancies,
and colorectal cancer at amino acid 61. HRAS is the isoform mutated from amino acids 12, 13 and 61
in bladder and cervical cancers [7, 8].

For more than three decades, the importance of the numerous roles of RAS proteins in essential
cellular processes has been identified. For this reason, inhibitor drug development studies are realized
against these oncogenes. However, these studies have been quite challenging as the inhibition of wild-
type RAS could be lethal [9].

Inflammation, which is the necessary defense mechanism to protection cellular homeostasis, is
also a protective biological response of living mammalian tissue to harmful stimuli [10].

The inflammatory process is classified as acute or chronic. While acute inflammation takes
minutes, a few hours, or several days to be protective, chronic inflammation results from uncontrolled

acute inflammation that is amplified by long-term adverse stimuli such as an ongoing disease or
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permanent cellular damage, ultimately leading to damaged tissues [10].

It mainly causes diseases including as cancer, asthma, rheumatoid arthritis, neurodegenerative
disease, metabolic and cardiovascular disorders [11-17].

NSAIDs are known to have anticancer effects. NSAIDs act by inhibiting the COX-associated
tumorigenesis mechanism, thereby making hazardous exposures less toxic. This mechanism is
extremely related to the aero-digestive organs (i.e. lung and colon) submitted to a wide range of
exogenous chemicals (i.e. xenobiotics) [18,19].

Increased the production of angiogenic growth factor [vascular endothelial growth factor (VGEF),
basic fibroblast growth factor (bFGF) and transforming growth factor-beta (TGF-)] has been seen in
cancer cells with overexpression of COX-2 [20]. These formations could be prevented by selective
COX2 inhibitors with some non-selective COX inhibitor [20-22].

Though the antiapoptotic mechanisms continue to exist uncertain, many studies demonstrate the
significance of COX-mediated apoptosis in cancers of the esophagus [23], gallbladder [24], CNS [25],
head and neck [26], hematopoietic system [27], lung [28], and pancreas [29].

COX inhibitors disrupt the balance between cell proliferation and apoptosis, thereby causing
tumor regression [30, 31].

In this study, we aimed to investigate the binding potential of drug molecules used as COX
inhibitors to the KRAS enzyme.

MATERIAL AND METHOD

Molecular Docking Studies
Preparation of Protein Structure

As the KRAS enzyme, the enzyme that has not undergone any mutation in the amino acid
sequence and did not covalently bond with the ligand during the crystallization process was chosen from
the Protein Data Bank (www.rsch.org),the enzyme (PDB code: 40BE [32], Guanosine-5'-Diphosphate
as an inhibitor), which consists of two subunits and is obtained by the x-ray crystallization method, was
used considering the resolution.

MOE 2020 (Molecular Operating Environment 2020) program was used to reduce the tension of
the crystal structure and prepare the appropriate enzyme structure. Thanks to this program, polar and
nonpolar hydrogens in the crystal structure of the macromolecules were first deleted and then added
again, making the enzyme suitable. The resulting macromolecule structure protonated at the appropriate
pH and temperature.

The energy of the enzyme is minimized by deleting the water molecules and the ligands used for
crystallization. The AMBER 99 (Assisted Model Building with Energy Refinement) internal package

program was used as a force field and saved as the moe file extension in this energy minimizing process.
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The surface of the macromolecule was scanned, and optimization processes were performed to find the

active sites on the enzyme.

Ligand Preparation

The 2D structures of ligand molecules were drawn in the ChemDraw 19.1 (Perkin Elmer
Informatics) program and, the database was created by transferring to the MOE system. Polar and
nonpolar hydrogens were added to this data, converted into a 3D structure, and then saved as a .mdb file
extension. Here, 33 different molecules (Table 2) were optimized by converting them into a ligand
dataset. MMFF 94x (Merck Molecular Force Field) package program, appropriate for small molecules,
was used for the required energy minimizing process. This process was performed at the smallest
possible gradient value.

Protein-Ligand Modeling Simulation

Molecular docking studies examine protein-protein or ligand-protein interactions and, these
interaction results score with the binding affinity scoring method and show the bonds in the interaction
[33]. The MOE 2020 program was used to form the modeling files. Here, the region where the switch-
Il lobe is located was chosen as the most suitable active site for the enzyme. It was measured that there
was a sufficient interaction area for the ligand molecule in these regions and the obtained value was
compared with the sizes of the ligands. The modeling study was limited to the 30 most stable conformers
with different torsion angles for each ligand. The data obtained from the modeling were interpreted
according to the RMSD (Root Mean Square Deviation) and S (Score) value which indcicates the binding
energy and binding affinity.

RESULT AND DISCUSSION

The S modeling value in MOE 2020 shows the bonding relationship between ligands and amino
acids of the enzyme. Six different molecules (Table 1) were found to have better binding potential with
KRAS protein taking into account the S value, binding energy, and RMSD values. In the docking
studies, the presence of carboxyl acid or sulfonamide functional group in the NSAID molecules
increased the hydrogen bond potential. It has been found that these polar structures increase the protein
binding affinity as a hydrogen acceptor or donor. The presence of aromatic structures in the molecule is
important for the interaction between the polar amino acid hydrogen and the © bonds of the molecule.
In the pocket region of the receptor, Serl7, Gly13, 1le36, Lys16, Glu31 amino acids can be preferred as
potential targets for hydrogen bonding. In addition, it has been understood that amino acids such as Gly
16, Thr 58, Ala 59, Asp30 are significant for receptor-ligand interaction in modeling.

In docking studies done using MOE, the low S (Binding affinity score) value is desirable. A

hydrogen bond formed between the carboxylic acid functional group of the 3a molecule with the best
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S-score and —NH2 at the 6th position of the Lys16 amino acid (Figure 1). Moreover, having two separate
carbonyl groups in the molecule increased the potential for hydrogen bonding. A hydrogen bond was
also formed between the 3a ligand molecule and the NH proton of Gly13. It has been understood that
the presence of aromatic structures in 3a and 3b ligand molecules is critical for ligand-receptor
interaction. As can be seen from the obtained binding energies (Table 1), it has been understood that
there must be a certain distance between the carbonyl group and the nonpolar part of the molecule for
the molecule to bind to the receptor site with a high affinity.

There are two potential binding sites in the active pocket of the enzyme molecule [34]. The
binding site of the phosphate molecule in this region (P-loop) is important for the potential to form
hydrogen bonds when designing new drug molecules. The pocket in this region has a diameter of about
6 A, and it was observed that NSAID molecules with a width smaller than this value settle better in this
pocket. In this context, the preference of electron acceptor and donor structures in the phosphate-binding
region, as well as the diameter of the molecule, can be considered significant for activity in drug design.
(Figure 4).

Table 1. NSAID compounds and docking results showing the highest affinity

Docking Results Molecular properties

Molecules S-Value RMSD MW Log P TPSA
3a -6.1253 1.4724 254.28 3.40 54.37
4a -5.9963 1.4197 357.79 3.93 68.53
1c -5.9394 1.1059 250.2 3.04 57.53
3b -5.6663 0.5745 242.27 3.67 46.53
3g -5.4876 1.2526 293.32 4.03 63.33
3d -5.4019 1.0822 206.28 3.07 37.3

CiusT TV32

Figure 1. Binding pose of the 3a molecule with the active site of the KRAS enzyme (PDB ID: 40BE)
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Figure 3. The active site of the human KRAS enzyme (PDB ID: 40BE) and 2D binding poses with
compounds 1c, 2a, 3a, 3b, 3g, 4a. Hydrogen bonding regions, binding energies, and distances are shown.

Hydrogen bonds and polar-x, - 7, hydrophobic interactions are shown.

The second binding site of the enzyme is the area where GTP nucleosides are attached. In this
region, a 1-H bond is formed between the aromatic ring of the ligand and the -NH proton of the enzyme.
Apart from this bond, this site is also a significant region for hydrophobic and n- interactions. It was
observed that the presence of structures such as naphthalene, heterocyclic rings, heteroaromatics, or
aromatic rings with electron-donating groups increased the bonding. Furthermore, it can be assumed
that a length above 10 A between the polar part of the drug molecule and the aromatic ring is significant
in creating a high interaction between the ligand and the protein. Among the NSAID molecules we
docked (Table 3), it has been observed that the molecules complying with this rule had better binding
energies. In salicylic acid derivative molecules such as 1a and 1b, a lower binding potential has been

observed due to the short distance between the aromatic ring and the carboxylic acid.
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Table 2. NSAID drug molecules and S-Values
Compound S Compound S
P Value P Value
CO,H o
OH N
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1b C( \( 41726 | 4d \ " 47131
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Table 2 (continued). NSAID drug molecules and S-Values

|
e

3d -5.4019 | 7b

-4.7326

o COxH

(o
3e O O -4.8891 | 7c o{ ] -5.1170

3f o OO -4.9346 | 7d

-4.7906

39 [~ 54876 | 8a O/ \ij -4.5991

H
3h \ : -4.4148 | 8b " -5.0570
/ CO,H
Cl
[} COH CO,H
N\ ‘
4a -5.9963 | 8¢ -4.5346

4b \ ‘O F -4.1314

As a result, the KRAS enzyme is known very important in the formation of some cancer cells
[35]. A more effective anticancer drug molecule can be designed by considering the 3D structure of the
pocket in the active site of the enzyme and using the data from this docking study. In the following
stages, more effective anticancer drug molecules can be obtained by design molecules with an
appropriate diameter and length, having functional groups containing the suitable electron donor or

acceptor.
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Figure 4. Binding sites and 3D structure of the active pocket of the wt-KRAS enzyme

Table 3. Binding energy values of NSAIDs which are a derivative of propionic acid and salicylic acid

Molecules S-Value Receptor Bond Distance (A) | Energy (Kcal/Mol)
H-bond acceptor
Gly13 (HBAS) 2.96 -2.5
3a -6.1253 H-bond acceptor
Lys16 (HBAS) 3.01 -6.7
Pro34 H-bond donor 2.85 35
(HBDs)
3b -5.6663 H-bond acceptor
Lys16 (HBAS) 2.80 -1.1
Ser17 H-bond donor 3.18 1.2
(HBDs)
la -4.5459 H-bond acceptor
Lys16 (HBAS) 2.76 -10.0
H-bond donor
1b -4.1726 Glul62 (HBDS) 3.05 -2.4
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ACINETOBACTER SPP. IZOLATLARINDA DISA ATIM POMPASI
(DAP) INHIBITORLERININ MEROPENEMIN ETKINLiGi UZERINE
ETKISI

EFFECT OF EFFLUX PUMP (DAP) INHIBITORS TO EFFICACY OF MEROPENEM ON
ACINETOBACTER SPP. CLINICAL ISOLATES
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Amag: Direngli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni antimikrobiyal bilesiklerin sentezlenmesi
calismalarimin yanisira, inhibitor molekiillerin antibiyotiklerle kombine kullanilmasina yonelik arastirmalar da
yapumaktadir.  Calismamizda,  fenilalanin-arjininbeta-naftilamid ~ (PABN),  karbonil-siyanid  m-
klorofenilhidrazon (CCCP) ve 1-(1naphthylmethyl)-piperazine (NMP)’nin Acinetobacter baumannii klinik
izolatlarinda, meropenemin minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) iizerine etkisinin saptanmasi
amacglanmustir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamizda kullanmilmak tizere Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nden temin edilen A. baumannii izolatlarindan meropeneme direngli oldugu dogrulanan 50 A.
baumannii izolati ¢alismaya alinmistir. Meropenem duyarliligi PAPN, CCCP ve NMP varliginda yeniden
arastiridmistir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri mikrodiliisyon ydntemi ile yapilmistir. Dama tahtasi testi
sonuglarina gore FIK indeksleri hesaplanmis ve kombinasyonun etkisi sinerjik ya da aditif olarak
tamimlanmigtir.

Sonu¢ ve Tartisma: Sonu¢ olarak, izolatlarda meropenemin MIK degerlerini diigiiren ideal
konsantrasyonlar belirlenmis olmakla birlikte, meropenemin miktarindaki artisin inhibitor konsantrasyonundaki
azalmayla ya da inhibitér konsantrasyonundaki artisin meropenem konsantrasyonundaki azalmayla birlikte
seyrettigi tespit edilmistir. MIK degerlerinde ise, 8 kata kadar azalma goriilmekle birlikte, meropenemin MIK
degerini direng sinirmmin altina diisiiven inhibitor konsantrasyonu saptanmamigstir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, DAP inhibitorii, meropenem
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ABSTRACT

Obijective: In addition to the synthesis of new antimicrobial compounds for the treatment of resistant
bacterial infections, there are also studies on the use of inhibitor molecules in combination with antibiotics. In
our study, it was aimed to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of phenylalanine-arginine-
beta-naphthylamide (PASN), carbonyl-cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) and 1- (1naphthylmethyl) -
piperazine (NMP) on Acinetobacter baumannii clinical isolates (MIC).

Material and Method: To be used in our study, 50 A. baumannii isolates from A. baumannii isolates
obtained from Trakya University Health Research and Application Center, which were confirmed to be resistant
to meropenem, were included in the study. Meropenem susceptibility was re-investigated in the presence of
PABN, CCCP and NMP. Antimicrobial susceptibility tests were performed by microdilution method. FIC indexes
were calculated according to the checkerboard test results and the effect of the combination was defined as
synergistic or additive.

Result and Discussion: As a result, although ideal concentrations of meropenem that decrease MIC values
were determined in isolates, it was determined that the increase in the amount of meropenem was accompanied
by the decrease in the inhibitor concentration or the increase in the inhibitor concentration with the decrease in
the meropenem concentration. Although the MIC values decrease dupto 8 times, the inhibitor concentration that
lowered the MIC value of meropenem below the resistance limit was not detected.

Keywords: Acinetobacter baumannii, DAP inhibitor, meropenem

GIRIS

Farkli nedenlerle hastanede hizmet alan bir hastada, hastaneye basvurdugu sirada kulucka
doneminde olmayan ve hastaneye yattiktan 48-72 saat sonra veya hastaneden ayrildiktan sonraki 10 giin
icinde gelisen enfeksiyonlar hastane enfeksiyonlaridir [1-2]. Acinetobacter spp. son yillarda hastane
enfeksiyonlarinin 6nemli bir nedeni olarak ortaya ¢ikan; non-fermentatif, Gram-negatif kokobasillerdir
[3]. Oksidaz negatif olmalari ile Pseudomonas tiirlerinden ayrilir. A. baumannii’yi diger tiirlerinden
ayiran en onemli 6zelligi 44°C’de tireyebilme yetenegidir [4]. A. baumannii enfeksiyonlari sebebiyle
hastalarin o6liim oranlari, genel hastane servislerinde %5 iken, yogun bakim iinitelerinde %54
olabilmektedir [5]. Tirkiye’de yogun bakim {initelerinde hastane enfeksiyonlarina neden olan Gram
negatiflerin arastirilmasi amaciyla yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada; Acinetobacter tiirleri, Gram
negatif basiller arasinda {iciincii siradadir ve antibiyotik direng oranlar1 da oldukga yiiksektir [6]. Ayni
zamanda son yillarda yogun bakim {initelerinde ventilatorle iligkili pnomonilerin etkeni olarak
gosterilmektedir [7]. Yine yapilan bir ¢aligmada hastane kaynakli pnémonilerin nedenleri arasinda ilk
sirada bildirilmistir [8]. Trakya Universitesi Egitim Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde de,
Acinetobacter tiirleri siklikla izole edilmekte ve 6zellikle yogun bakim ve cerrahi servislerinde ciddi
problemlere neden olmaktadir. A. baumannii dogada ve insan deri florasinda da bulunabildiginden
klinik 6rneklerden izole edilmektedir [9-10].

Acinetobacter baumannii, neden oldugu enfeksiyonlar agisindan en 6nemli tiirdiir. Bu suslarin
neden oldugu enfeksiyonlarda kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen direng, tiim diinyada 6nemli bir
saglik sorunu haline gelmistir. Cogul antibiyotik direncinin artmasi tedavi olanagini azaltmaktadir

[11,12]. Bir¢ok Acinetobacter tiirii kinolonlar, karbapenemler ve sefalosporinler gibi antibiyotiklere
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direng gostermektedir. Kolistin tek tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir. Ancak son yillarda kolistine
direngli suslar da bildirilmistir. Bu durum, tedavide yeni arayislara gidilmesi gerektigini gostermektedir
[11,13].

Acinetobacter baumannii'nin diren¢ mekanizmalar1 arasinda; antimikrobiyal ajanlarin enzimatik
modifikasyonu, membran gecirgenligindeki degisiklikler, alternatif metabolik yolaklar, antimikrobiyal
etki bolgesinde degisiklikler ve hiicre i¢i ilag konsantrasyonunun disa atim pompa proteinleri yoluyla
azaltilmasi sayilabilir [ 14].

DAP sistemi, olusan direncin 6nemli faktorlerinden biridir ¢linkii bu sistemle ilacin hiicre disina
atilmas1 saglanmaktadir [15]. Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler ATP’ye bagimli aktif pompa
sistemlerine sahiptir. Aktif pompa sistemlerinden bazilar1 mutasyonla indiiklenebilir. Bu sistemler
diizenleyici genlerle kontrol edilir. Diizenleyici genlerde goriilen mutasyonlar DAP sisteminin fazla
calismasina sebep olur. Bu durum antimikrobiyal ajanlarin disar1 atilmasina neden olmaktadir [15,16].

DAP proteinleri yiiksek miktarda sentezlendiklerinde, birgok antimikrobiyal ajana karsi tek
adimda yiiksek diizey coklu ila¢ direncine sebep olmaktadir. DAP proteinleri bakterilerde yapisal
diizeyde sentezlendiklerinde, metabolik son {irlinlerin hiicre digina atilmasini ve bakterilerin birbirleriyle
cevreleriyle iligkilerini diizenlemesinde etkin rol oynar [17]. Bu proteinler sitoplazmik membranda
yerlesim gosterirler. DAP proteinleri dis membran kanali, periplazmik lipoprotein ve i¢ membran
tagiyicisi olmak tizere li¢ bilesen igerir [18]. DAP proteinleri aminoasit dizilimleri baz alinarak 5 siiper
protein ailesinde toplanmaktadir: “ATP binding cassette” siiper ailesi (ABC), “Major facilitator” siiper
ailesi (MFS), “Small multi drug resistance” siiper ailesi (SMR), “Coklu ilag¢ ve toksik bilesik eldesi
(Multi drug and toxic compound extrusion-MATE)” stiper ailesi, “Resistance-nodulation-celldivision”
(RND) siiper ailesi [19].

RND siiper ailesinde yer alan AdeABC, AdeDE, AdelJK ve AdeFGH disa atim pompalar1 A.
baumannii’de ¢oklu ilag direnci (MDR) gelisiminde 6nemli bir rol oynar [9].

[k tanimlanns RND sistemi AdeABC (Acinetobacter drug efflux ABC)’dir. ATP bagimli bir
disa atim pompasidir. AdeABC pompasi, enerji kaynagi olarak proton motive edici giicii
kullanmaktadir. flag molekiilii hiicre disina pompalanirken gereken enerji, hiicreye dis ortamda bir H*
iyonunun alinmasiyla saglanir. AdeABC aktif ilag pompasimin substrat profili oldukga genistir. Bu ilag
pompasi; aminoglikozidler, florokinolonlar, tetrasiklinler, tigesiklin, kloramfenikol, eritromisin,
trimetoprim, bazi betalaktamlar ve ¢ok sayida toksik maddeyi icerir [9,18,20].

Son yillarda kesfedilen bir¢ok bilesigin disa attim pompasini inhibe ettigi gosterilmistir. NMP,
CCCP ve PABN gibi bilesiklerin direngli Gram negatif bakterilerde meropenemin MIiK (Minimum
Inhibitér Konsantrasyon) degerinde azalmaya neden oldugu saptanmustir [21,22]. Antibiyotik
kombinasyonlarinin, toksisite ve stabilite sorunlarindan dolayr pompa inhibitorleri ile birlikte

kullanilmasinin tedavi igin iyi bir alternatif olabilecegi disliniilmektedir. Bu konuda devam eden
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caligsmalar vardir. Bu ¢aligmalarin sonucunda amaglanan ise antibiyotik etkilerinin geri kazanimi ve
direncli bakterilerin 6nemli ol¢iide azalmasidir.

NMP ve PAPN, Gram negatif bakterilerde ¢oklu ila¢ direncine neden olan RND pompa
sistemlerini inhibe eder [6,23]. CCCP, bir diger disa atim pompasi inhibitoriidiir. CCCP protein
pompasindan madde gecisini arttirarak antibiyotigin aktivitesinin artmasmi saglar. Yani proton
iyonoforudur. ATP sentezini azaltmaktadir [21].

DAP inhibitorii maddeler DAP iligkili direncin gosterilmesinde de kullanilmaktadir [21].

Tedavi i¢in kombine antibiyotiklerin kullanilmasi veya antibiyotige karsi olusan direnci inhibe
eden bilesiklerin eklenmesi, son yillarda tercih edilen yontemler arasindadir [8]. Mikroorganizmalarla
yapilan c¢alismalarda bu inhibitérlerin bazi antimikrobiyal ajanlarin  minimum inhibitor
konsantrasyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir [22].

Sinerji testleri kombine bilesiklerin antimikrobiyal duyarhiliklarinin saptanmasinda uygulanir.
Dama tahtasi testi siklikla kullanilan sinerji testlerinden biridir [24].

Dama tahtasi testinde, ilaglarin konsantrasyonlar1 96 kuyucuklu plak iizerinde karsilagtirilarak
kombinasyon etkinlikleri test edilir. Ilaglarin kombinasyondan elde edilen MIK degerleriyle tek
baslaria olan MIK degerleri oranlanir ve fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FIK) bulunur. Ardindan
kombinasyondaki ilaglarm FIK degerleri toplanir ve FIK indeksi (FIKI) hesaplanir. Her antimikrobiyal
maddenin FIK degeri, ireme goriilmeyen kuyudaki en diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonunun,
o maddenin tek basina ayni susa kars1 saptanan MiK degerine béliinmesi ile elde edilir [24,25].

Bu ¢alismada, meropeneme direngli A. baumannii klinik izolatlarinda, PABN, NMP ve CCCP
DAP inhibitérlerinin, meropenemin MIK degeri iizerine etkisinin saptanmas1 amaglanmustir. Bu amacla,
dama tahtas1 testi kullanlarak meropenem-inhibitér kombinasyonlarmin FIK indeksleri hesaplanmis ve

kombinasyonun etkisi sinerjik ya da aditif olarak tanimlanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda CLSI M100-S25 [26] ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri Komitesi
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing- EUCAST) [27] tarafindan Onerilen
kalite kontrol suslar1 olarak; Pseudomonas aeruginosa Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American
Type Culture Collection- ATCC) 27853, A. baumannii ATCC 17978 ve Trakya Universitesi Saglik
Aragtirma ve Uygulama Merkezi’ne gonderilen gesitli klinik 6rneklerden izole edilmis 50 A. baumannii

izolat1 kullanilmstir.
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Yontem
Sivi Mikrodiliisyon Yoéntemi

PAPBN, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢erisinde, CCCP, NMP ve meropenem distile suda ¢oziilerek
stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Calismada Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck) ve Katyon ayarl
Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck) kullanilmistir. Besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir [26]. Antimikrobiyal duyarlilik testi, CLSI M100-S25 Onerileri dogrultusunda
yapilmistir [26]. MHA plaklarinda iretilmis olan A. baumannii kolonilerinden MHB besiyerlerine pasaj
yapilip sivi besiyerleri 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmis ve kiiltiiriin bulanikligi, 0.5 McFarland
standardina uygun bulaniklia ulasincaya kadar iizerine sivi besiyeri eklenerek ayarlanmistir.
McFarland yogunlugu densitometre cihazi (Biosan) kullanilarak belirlenmistir. Bakteri siispansiyonu
McFarland 0.5 yogunlugunda ayarlandiktan sonra 1:100 oraninda diliie edilerek 5x10° CFU/mL
yogunlugunda kullanilmistir. Stok soliisyonlar1 hazirlanan meropenem(Sigma), CCCP, NMP ve PAN
mikrodiliisyon plaklarmin ilk kuyucuklarmma 100 pL hacimde eklenerek, stok soliisyondaki madde
konsantrasyonu ¢ift katli olarak sulandirilmistir. Cok kanalli mikropipet kullanilarak ¢ift katl diliisyona
devam edilip mikrodiliisyon plaklarmin takip eden kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her
defasinda yari yariya azaltilmistir. Dillisyon iglemi tamamlandiktan sonra, mikrodiliisyon plagindaki her
kuyucuga, hazirlanan inokulum siispansiyonlarindan 10 pL inokiilasyon yapilmistir. Ayrica kullanilan
tiim ¢oziiciilerin antimikrobiyal etkileri kontrol edilmistir. Bakteri inokiile edilmis mikrodiliisyon
plaklar1 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmisti. MIK, mikroorganizmanin mikrodiliisyon
kuyucuklarindaki {iremesini tamamen inhibe eden en diisiik madde konsantrasyonu olarak saptanmustir.

Boylece izolatlarin meropeneme olan duyarliliklar1 ve MIiK degerleri saptanmustir.

Dama Tahtas1 Yontemi

CCCP, NMP ve PAPN’in etkisinin arastirilmasi igin izolatlar ile “meropenem ve PABN”,
“meropenem ve CCCP” ve “meropenem ve NMP” kullanilarak dama tahtasi testi yapilmustir.
Calismamizda, antibiyotik konsantrasyonlarmin standartlarda verilen MIK degerleri ile de yakin ve
uyumlu olarak devam etmesi amaglandigindan konsantrasyonlarin ¢ok kii¢lilmesi istenmemektedir. Bu
nedenle, kombinasyondaki inhibitor madde soliisyonu ayni plakta degil ayr1 bir plakta diliie edilerek, ilk
maddenin konsantrasyonunun siitunda sabit kalmasini saglanmistir. Bu nedenle doksan alt1 kuyucuklu,
U tabanli mikroplaklarda gerceklestirilen dama tahtas1 yonteminde; mikroplaklarin soldan saga ilk 10
kuyucuguna meropenemin seri sulandirimlari, bir bagka mikroplagin yukaridan asagi ilk 8 kuyucuguna
ise inhibitér maddenin seri sulandirimlart dagitilmis ve bu iki plagin igerikleri baska bir mikroplakta
birlestirilmigtir. Meropenem igin kullanilacak ilag sulandirrm araligt MIK degerlerine gore tespit
edilmistir. Kombinasyon testinin degerlendirilmesi fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FiK)

indeksine gore yapilmstir.



40  Okten vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 35-47, 2022

Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclar:

Mikrodiliisyon yontemi ile yapilan duyarlilik testi sonucunda elde edilen MIiK degerleri MIK
degeri <2 pg/mL ise duyarli, >8ug/mL ise direngli olarak kabul edilmistir [27]. izolatlarin hepsinin
meropeneme direncli oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen MIK degerleri 16 pg/mL’nin iizerindedir.

Izolatlarin tamaminda, NMP-meropenem ve CCCP-meropenem kombinasyonlar1 aditif etki
gdstermistir. Her iki inhibitdriin meropenem ile kombinasyonunda MIK degerleri 2-8 pg/mL arasinda
degismektedir. PABN-meropenem kombinasyonu i¢in, 49 izolata kars1 aditif etki tespit edilirken, bu
kombinasyonda tespit edilen aditif etkide de, MIK degerleri de 2-8 pg/mL araligindadir. Ayrica, bu
kombinasyonda, 11 numarali izolata kars1 sinerjik etki tespit edilmistir.

NMP, CCCP ve PABN’in 3,125 pg/mL ve6,25 ng/mL konsantrasyonlari varliginda meropenemin
MIK degerlerinde sirastyla 2-8 kat, 4-8 kat ve 2-4 kat azalmstir.

Sinerjik etki tespit edilen izolat i¢in “meropenem ve PABN” kullanilarak yapilan dama tahtasi

testi sonuglar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. 11 numarali izolat i¢in meropenem-PABN kombinasyonunun MiK degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0/0 256/0 128/0 64/0 32/0 16/0 8/0 4/0 2/0 1/0 0.5/0 0.25/0

0/25 256/25 128/25 64/25 32/25 16/25 8/25* 4/25* 2/25* 1/25* 0.5/25* | 0.25/25*

0/12.5 | 256/12.5 | 128/125 | 64/125 | 32/125 | 16/125 | 8/12.5* | 4/12.5* 2/];2'5 1/£2'5 0'5/32'5 0'25,{12'5

00625 | 256/6.25 | 128/6.25 | 64/6.25 | 32/625 | 16/6.25 | 8/6.25% | 4fe25+ | 2/6:25 | 1/825 | 050625 | 0.25/6.25

0/3.12 | 256/3.12 | 128/3.12 | 64/3.12 | 32/3.12 | 16/3.12 | 8/3.125 | 4/3.125 | 2/3.12 1/3.12 | 0.5/3.12 | 0.25/3.12
5 5 5 5 5 5 * * 5% 5* 5 5

0/1.56 | 256/1.56 | 128/1.56 | 64/1.56 | 32/1.56 | 16/1.56 | 8/1.562 | 4/1.562 | 2/1.56 | 1/1.56 | 0.5/1.56 | 0.25/1.56
25 25 25 25 25 25 5* 5* 25 25 25 25

0/0.78 | 256/3.12 | 128/0.78 | 64/0.78 | 32/0.78 | 16/0.78 | 8/0.781 | 4/0.781 | 2/0.78 1/0.78 | 0.5/0.78 | 0.25/0.78
125 5 125 125 125 125 2*5 25* 125 125 125 125

0/0.39 | 256/0.39 | 128/0.39 | 64/0.39 | 32/0.39 | 16/0.39 | 8/0.390 | 4/0.390 | 2/0.39 | 1/0.39 | 0.5/0.39 | 0.25/0.39
0625 0625 0625 0625 0625 0625 6*25 625* 0625 0625 0625 0625

* T Direng simirinin altindaki meropenem MIK degerleri

Tablo 96 kuyucuklu mikroplagi temsil etmektedir. Tabloda koyu renk ile isaretlenen kuyucuklar
tiremenin oldugu, beyaz kuyucuklar iiremenin olmadig kuyucuklardir. FIK degerleri asagidaki formiile
gobre hesaplanmistir [28-30]. PABN’in, meropenemin MIK degerlerini direng siirimin altina diisiirdiigii

konsantrasyonlar1 da Tablo 1’de verilmistir.
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FIK M = MIK Miombinasyo/MIK M
FIK P = MIK Prombinasyon/MIK P

FIK  =4/256 +0.390625/1.5625 = 0.015625 + 0.25= 0.265625 < 0,5 sinerjik etki

SONUC VE TARTISMA

Son yillarda hastane enfeksiyonlari tiim diinyada onemli bir sorun haline gelmektedir.
Antimikrobiyal ajanlara direngli Acinetobacter tiirleri hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu enfeksiyonlari tedavi edebilmek i¢in yeni bilesikler arastirilmaktadir ancak bakteriler
bu bilesiklere direng gelistirebilmektedir. Bu sebeple son yillarda iizerinde durulan ¢aligmalar gelisen
direncin inhibe edilmesine yonelik arastirmalar olmaktadir [31].

A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde antibiyotiklerin tek bagina kullanilmamasi tedavide
yeni arayislara ihtiyact zorunlu hale getirmistir. Tedavinin diizenlenmesinde antibiyotik duyarlilik
testleri Onemini korumaktadir, 6zellikle tedavi seciminde antibiyotiklerle inhibitor bilesiklerin,
antibiyotik duyarlilik caligmalarinin yapilmasi tedavinin sonuglarini daha dogru etkileyecektir.

MYSTIC ¢aligsmasi, 2003 yilinda Acinetobacter tiirlerinde karbapenem direncinin %14-16’ya
ulastigin1 gostermektedir [32]. Otuz yedi iilkede gergeklestirilen bu arastirmada karbapenemlere en
yiiksek direng orani %27-38 ile iilkemizde goriilmiistiir [17-33]. Acinetobacter tiirlerinde karbapenem
direnci lilkemizde yapilan ¢alismalarda yillar icerisinde farkli sonuglar gostermistir. Giiriz ve ark. (34)
1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, hastane enfeksiyonu etkeni olan 65 Acinetobacter spp. izolatinda
imipeneme diren¢ bulunmazken, 2008-2010 yillar1 arasinda yapilan {i¢ farkli ¢aligmada direng oranlari
sirastyla %70, %83 ve %84 olarak tespit edilmistir [35]. Kurtoglu ve ark [36], yaptiklar1 ¢alismada
karbapenem direncinin ise yillara gére %50-83 oraninda oldugunu saptamistir. Ruiz ve ark. [37] alt1
yillik bir periyotta 1532 Acinetobacter susu ile yaptiklari ¢alismada imipenem direncinin % 1.3’ten %
80’e ¢iktigini bildirmislerdir.

Acinetobacter baumannii izolatlari kromozomal ve plazmid kaynakli farkli mekanizmalar ile
antibiyotiklere direng gelistirebilir. Diga atim pompa (DAP) sistemleri ile gelisen direng mekanizmasi
son yillarda 6nem kazanmigtir [38,39].

PAPBN, tek basma kullanmildiginda antibakteriyel etkisi olmamasma karsin Gram negatif
bakterilerde RND tipi pompa sistemini inhibe ettigi bilinmektedir. NMP de RND pompa sistemlerini
inhibe ederek Gram negatif bakterilerde ¢oklu ilag direncine sebep olur. CCCP ise protein pompasindan
madde gecisini arttirarak antibiyotigin etkisini arttirmaktadir.

Perez-Varela ve ark. [14]; A. baumanni izolatlarinda sodyum dodesil siilfat, deoksikolat

bilesikleri ile antibiyotikler arasinda sinerjik etki olup olmadigimi arastirmis, bilesiklerin eritromisin,
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gentamisin ve kloramfenikolile birlikte kullanildiklarinda bakterilerin duyarliliklarinda bir farkliliga
neden olmadigim bildirmislerdir.

Marshall ve ark. [40] tarafindan yapilan ¢alismada; kloramfenikol, tetrasiklin ve nalidiksik asitin
disa atim pompas1 inhibitérleri ile birlikte elde edilen MIK degerleri saptanmstir. Calismada tanimlanan
inhibitdrlerin, kloramfenikoliin MIK degerini Salmonella ve E. coli igin, diren¢ sinir degerinin altina
diistirdiigi bildirilmistir. Enterobacterales i¢in; disa atim pompa inhibitorlerinin tetrasiklin veya
nalidiksik asit ile kullanim1 arasinda da herhangi bir etki olmadig: belirtilmistir. Acinetobacter spp. And
Pseudomonas spp. i¢in; disa atim pompa inhibitorleri ile kloramfenikol, tetrasiklin, nalidiksik asit
kullaniminin direng siir degerlerine etkisinin belirlenemedigi bildirilmistir.

Cetinkaya ve ark. [41] ¢aligmaya aldiklar1 58 A. baumannii izolatinin %15,5’inde 25 mg/L PABN
varliginda siprofloksasin MIK degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma tespit etmis ve 100 mg/L PaN
varliginda bu oranmm %39,6’ya ciktigin1 bildirmislerdir. Ancak calismaya alinan tiim izolatlar
siprofloksasine direncli degildir ve dokuz izolatin siprofloksasine direngli iken duyarli hale geldigi
bildirilmistir. Coban ve ark [42]; caligmaya aldiklar1 42 A. baumannii izolatinin 19’unun siprofloksasine
duyarli, 17 izolatin ise siprofloksasine direngli oldugunu bildirmis ve NMP varliginda siprofloksasin
duyarliligim disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemleri ile tekrar calismiglardir. On yedi direngli
izolatin 16’sinin orta duyarli iken duyarl hale geldigini, 1 direngli izolatin da orta duyarli hale geldigini
bildirmislerdir. 100mg/L NMP varliginda tiim izolatlarda MiK degerlerinde 4 kat ve daha fazla azalma
tespit etmislerdir.

Pannek ve ark. [43], Acinetobacter baumannii ve NMP ile yaptiklar1 ¢alismada, 25 mg/L NMP
varliginda konsantrasyonlarda kayda deger bir azalma tespit edemediklerini bildirmislerdir. Calismada
100 mg/L NMP kullanildi§inda daha fazla izolatin MIK degerlerinde azalma tespit edilmistir.

Cortez-Cordova ve ark. [44] tarafindan yapilan bir ¢aligmada; PaffN’in Acinetobacter baumanni
suslarinin direng gelisimi tizerine etkisi aragtiritlmig olup bu inhibitér maddenin AdeFGH disa atim
pompasini inhibe ederek trimetoprim, kloramfenikol ve klindamisine karsi direng gelisimini engelledigi
belirtilmistir.

Vera-Leiva ve ark. [45] ise yaptigi calismada; Klebsiella izolatlarinda, PaN varhiginda
karbapenem MIK degerlerinin beklenilenin aksine arttigim1 gostermistir. Calismamzda, PafN
varliginda meropenem MIK degerinin azaldig hatta direng sinirmin alta diistiigii gézlemlenmistir.
Sonuglarimizda inhibitor etkinin goriilmesi, ¢alismaya aldigimiz izolatlarda diren¢ mekanizmasinin
DAP proteinlerinin asir1 ekspresyonu sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismanmizda, izolatlarda meropenemin MIK degerlerini diisiiren ideal konsantrasyonlar
belirlenmis olmakla birlikte, kombinasyondaki konsantrasyonlara bakildiginda meropenemin
miktarindaki artisin inhibitdr konsantrasyonundaki azalmayla ya da inhibitér konsantrasyonundaki

artisin meropenem konsantrasyonundaki azalmayla birlikte seyrettigi tespit edilmistir. Ancak,
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meropenemin konsantrasyonunun diren¢ simirmin altinda oldugu konsantrasyonlarin tedavide tercih
edilmesinin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir. Inhibitérlerle yapilan ¢alismalar, etkili olan yiiksek
ila¢ konsantrasyonlarinin direng sinirinin altina inmesine ve tedaviye tekrar kazandirilmalarina olanak
saglayabilir. Bununla birlikte Xu ve ark. [46] da belirttigi gibi, etkili ila¢ konsantrasyonlar disiiriilerek
toksik etki de azaltilabilir.
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TAURIN, KAPSAISIN, MELATONIN VE BETA KAROTENIN L929
SAGLIKLI HUCRELER VE MCF-7 MEME KANSERiIi HUCRELERI
UZERINDEKI ANTiPROLIFERATIF, ANTIMIGRASYON VE
ANTIOKSIDAN ETKILERININ ARASTIRILMASI

THE INVESTIGATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE, ANTIMIGRATION AND
ANTIOXIDANT EFFECTS OF TAURINE, CAPSAICIN, MELATONIN AND BETA
CAROTEN ON L929 HEALTHY CELLS AND MCF-7 BREAST CANCER CELLS
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Amag: Bu calismanin amaci, taurin, kapsaisin, melatonin ve beta karoten gibi antioksidan maddelerin
insan meme kanseri ve saglikli fibroblast hiicreleri iizerindeki antiproliferatif, antimigrasyon ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, taurin, kapsaisin, melatonin ve beta karoten L929 saglikl: fibroblast
hiicrelerine ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerine uyguland. Bilesiklerin antiproliferatif etkisi, MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2- (4siilfofenil)-2H-tetrazolyum] testi ile 24. ve 48. saatte
belirlendi. Hiicreler, Dulbecco'nun Modifiye Eagles Ortami (DMEM) icinde kiiltiirlendi ve ardisik iki giin
boyunca farkl konsantrasyonlarla isleme tabi tutuldu. Bilesiklerin hiicre go¢ii iizerindeki etkisi, yara iyilesme
deneyi kullamilarak 24. saatte degerlendirildi. Yara iyilesme testi, hiicrelerin in vitro metastatik kabiliyetini
olgmek icin kullamldi. Total antioksidan seviyeleri (TAS) ve total oksidan seviyeleri (TOS) ticari kitler
kullanilarak belirlendi.

Sonug¢ ve Tartisma: Tiim bilesikler saghkli hiicrelere kiyasla, malign hiicrelerde hiicre canliligini
konsantrasyona ve zamana bagl bir sekilde azaltmistir. Yara kapanma alanimin sonuglari, bilesiklerle
tedavinin, yara kapanmasini dnemli dlgiide hizlandwran hiicresel gogii iyilestirdigini géstermigtir. Sonuglar, tiim
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bilesiklerin, 48 saatte MCF-7 hiicre hatlarmimin gé¢ kabiliyetini belirgin sekilde inhibe ettigini gosterdi. Tiim
bilesikler antioksidan etki gostermekle birlikte, MCF-7 hiicreleri iizerine hemen hemen tiim dozlarda
antioksidan etki gésteren bilesigin beta karoten oldugu gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Beta karoten, kapsaisin, melatonin, meme kanseri, taurin

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the antiproliferative, antimigration and antioxidant
activities of antioxidant substances such as taurine, capsaicin, melatonin and beta carotene on human breast
cancer cells.

Material and Method: In this study, taurine, capsaicin, melatonin and beta carotene L929 were applied
to healthy fibroblast cells and MCF-7 breast cancer cells. The antiproliferative effect of the compounds was
determined by the MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4sulphophenyl)-2H-
tetrazolium] test at 24 and 48 hours. Cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagles Medium (DMEM) and
treated with different concentrations for two consecutive days. The effect of compounds on cell migration was
evaluated at 24 hours using the wound healing assay. The wound healing test was used to measure the in vitro
metastatic ability of cells. Total antioxidant levels (TAS) and total oxidant levels (TOS) were determined using
commercial kits.

Result and Discussion: All compounds decreased cell viability in malignant cells in a concentration- and
time-dependent manner compared to healthy cells. The results of the wound closure area showed that treatment
with the compounds improved cellular migration, which significantly accelerated wound closure. The results
showed that all compounds markedly inhibited the migratory ability of MCF-7 cell lines at 48 hours. Although
all compounds showed antioxidant effects, beta carotene was observed to have antioxidant effects on MCF-7
cells at almost all doses.

Keywords: Beta carotene, breast cancer, capsaicin, melatonin, taurine

GIRIS

Kiiresel bir halk sagligi sorunu olan meme kanseri tiim diinyada en sik goriilen kadin kanseridir.
Kadinlarda yiiksek mortalite ile iliskili olarak, 6nde gelen kansere bagli 6liim nedenlerinden birisidir
[1]. Hastalar i¢in ileri meme kanseri tedavileri, adjuvan hormon tedavisi, kemoterapi veya radyoterapi
uygulanir. Bir¢cok kemoterapotik ilag hizla ¢ogalan hiicreleri hedefler; bununla birlikte, kemik iligi,
bagirsak mukozasi, ag1z mukozasi, kil folikiilleri ve gonadlar gibi hizla ¢ogalan normal dokular {izerinde
de ayn etkiye sahiptirler. Bu nedenle, saglikli hiicreleri etkilemeden kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in
etkili bir yontem bulmak 6nemlidir [2].

Fitokimyasallarin, kanser tedavisi ilaglar1 kadar antioksidan ve kanser onleyici etkilere de sahip
oldugu iyi bilinmektedir. Bu biyoaktif maddelerin ¢ogunun, hiicre dongiisii ilerlemesini bloke ederek ve
tiimor hiicresi apoptozunu tetikleyerek antikanser etkiler sergiledikleri rapor edilmistir [3].

Kapsaisin (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamid), ac1 biberin etken maddesidir [4]. Kapsaisin,
gida katki maddesi ve ilag olarak uzun siiredir kullanilmaktadir [5]. Birgok kanser hiicre hattinda
antikarsinojenik, antimutajenik ve kemopreventif etkiler gosterdigi bildirilmistir. Kapsaisinin tahris
edici ve keskin 6zelligi nedeniyle tiimdrleri indiikledigi diisiiniilmektedir [4,5]. Karsinogenez lizerindeki
etkilerine iligkin hayvan c¢aligmalarindan elde edilen raporlarda, kapsaisinin kendisinin mutajenik

oldugu ve timor olusumunu destekledigi bildirilmistir [4]. Kapsaisinin, in vitro olarak transforme olan
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hiicre tiplerinde biiylimeyi inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi, ancak normal hiicrelerde bu etkiyi
gostermedigi bulunmustur [5].

Beta karotenin anti-kanserojen ve antioksidan 6zellikleri bilinmesine ragmen, son zamanlardaki
birkac epidemiyolojik ve deneysel ¢alismada yiiksek konsantrasyonlarda (30 mg/giin) pro-oksidan gibi
davrandig1 ve kansere neden oldugu gosterilmistir [6]. In vitro deneyler ayrica, beta karotenin diisiik
dozlarda (6 mg/giin) insan kanser hiicrelerinde antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zellikler sergiledigini,
yiiksek dozlarda ise pro-oksidan ve pro-inflamatuvar etkiler gosterdigini dogrulamaktadir [7]. Beta
karoten, bir¢ok insan kanser hiicre hattinin biiylimesini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin durmasini ve
apoptozu indiikler. Beta karotenin, hiicre dongiisii ilerlemesinin énemli bir diizenleyicisi olan siklin
A'nin azaltilmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir [6-8]. In vitro ¢aligmalar, bu karotenoidin prostat ve
melanom dahil olmak {izere bazi kanser tiirlerine karsi kemopreventif veya kemoterapétik oldugu
hipotezini desteklemektedir [8].

Insanlarda en ¢ok bulunan serbest amino asit olan Taurin (Tau), antioksidan ve anti-inflamatuvar
ozellikleri sayesinde sayisiz potansiyel saglik yararina sahiptir. Bununla birlikte, sinirli ¢aligmalar
tiimorler tizerindeki etkisini degerlendirmistir ve antitiimoér mekanizmasi bilinmemektedir [9].
Genellikle taurin olarak bilinen amino asit 2-aminoetansiilfonik asit, bir tiyol grubu igeren basit bir
kimyasal yapiya sahiptir. Taurin, toplam insan viicut agirliginin <%0,1'ini olusturur ve tiim organlarda
serbest formda bulunur [10].

Melatonin; antioksidan, immiinomodiilatér ve yaslanma karsit1 6zellikleri sayesinde sirkadiyen
ritimlerin diizenlenmesinden tiimor inhibisyonuna kadar farkli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir.
Pleiotropik fonksiyonlar1 nedeniyle, melatoninin normal hiicrelerde sitoprotektif siiregleri ortaya
cikardig1 ve kanser hiicrelerinde proapoptotik sinyalleri tetikledigi gosterilmistir [11].

Bu c¢aligmada, kapsaisin, B-karoten, taurin ve melatonin uygulamasimin saglikli hiicre hatti
vememe kanseri hiicre hatti1 {izerindeki antiproliferatif, antimigrasyon ve antioksidan etkilerini
arastirdik. Bildigimiz kadariyla ¢alismamiz bu dort bilesigin antikanser ve antioksidan aktivitelerinin

karsilastirmali olarak degerlendirildigi ilk ¢alismadir.

GEREC VE YONTEM

Hiicre Kiiltiirii

Insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ve saglikli fare fibroblast hiicreleri (L929) Amerikan Tipi
Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (ATCC) temin edildi. L929 ve MCF-7 hiicreleri 25 cm2’lik flasklarda, %10
Fetal sigir serumu, %1 Penisilin/Streptomisin igeren DMEM (Sigma Chemical Co.) kullanilarak, 370C,
%5 kismi CO2 basinci ve nemli ortam igeren inkiibatdrler i¢erisinde yetistirildi. Hiicreler, tripsin-EDTA
(% 0.25) ile haftada 2-3 kez pasajlandi ve fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi. Hiicreler 1500 rpm'de

5 dakika santrifiij edildi ve DMEM icinde istenen konsantrasyona yeniden siispanse edildi. Kapsaisin,
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beta karoten, taurin ve melatonin sirasiyla (Alfa-Aesar (Cas: 404-86-4), Fluka Analytical (Cas: 7235-
40-7), Carl Roth (Cas: 107-35-7), Merck (Cas: 73-31-4) firmalarindan temin edildi. Stok soliisyonlari
dimetil stilfoksit (DMSO) i¢inde hazirlanarak, 1 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlara
seyreltildi.

Sitotoksisite Deneyi

Hiicrelerin yasamasi ve proliferasyonu, MTS testi ile kantitatif ve kolorimetrik olarak belirlendi.
MTS testinin yapilmasi i¢in MCF-7 ve 1929 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalar icerisine 24 saat onceden
5000 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pL besi ortami igerisine ekildi. 24 saat sonra kapsaisin, beta karoten,
taurin ve melatonin 1 uM,10 pM, 25 uM, 50 uM, 100 uM konsantrasyonlarda 96 kuyucuklu plakalar
igerisinde yer alan hiicrelere uygulanarak 24 ve 48 saat boyunca 370C, %5 kismi CO2 basinci ve nemli
ortam igeren inkiibatdrler icerisinde inkiibe edildi. Ardindan her bir kuyucuga 10 uL MTS soliisyonu
ilave edildi. Plaklar MTS soliisyonu ilavesini takiben 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan besi
ortami uzaklastirilarak kuyucuklara 100 pL %20°lik DMSO ilave edildi ve 20 dakika daha inkiibasyona
birakildi. Ardindan ELISA mikroplak okuyucu ile (BioTek Instruments, Inc. Winooski, Vermont, ABD)
450nm'de absorbans Ol¢iilerek degerlendirildi. Kapsaisin, beta karoten, taurin ve melatonin i¢in her bir
konsantrasyon 4 tekrarli olarak calisildi. Elde edilen veriler asagida belirtilen formiil kullanilarak her
bir grup i¢in hiicre canliginin %50 inhibe oldugu dozlar (IC50) kapsaisin, beta karoten, taurin ve
melatonin uygulanmis olan hiicrelerde ayr1 ayr1 belirlendi.

% Hiicre canlilik oran1 =(Atest-Ablank/Akontrol-Ablank) x100 [12].

Wound Healing (Yara Iyilesme) Testi

Yara iyilesme testi hiicre etkilesimi ve migrasyonunun belirlendigi bir testtir. 12 kuyucuklu
plakalara 1 ml i¢inde 10.000 hiicre olacak sekilde hiice ekimi yapildi. 24 saat standart inkiibasyondan
(%5 CO2, 37°C) sonra, 200ul’lik pipet ucu ile kuyucugun ortasindan saat 12 yoniinden baslayarak saat
6 yoniine diiz bir ¢izgi cizildi. Sonrasinda kuyucuklardaki vasat ¢ekilip taze medyum ile birkag kez
yikama yapildi. Daha sonra hiicreler belirtilen konsantrasyonlarda (1 pM,10 uM, 25 uM, 50 uM, 100
uM) kapsaisin, beta karoten, taurin ve melatonin ile muamele edildi. Yara iyilesme orani 0, 24 ve 48

saatlik inkiibasyondan sonra ters 151k mikroskobu ile degerlendirildi [13].

Hiicre Lizisi

T-75 flaksta konfluent olan hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi. 6 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 1.000.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C de %5 CO2 de 24 saat inkiibasyona birakildi.
MCF-7 ve L929 hiicre hatlar1 kapsaisin, beta karoten, taurin ve melatoninin 1, 10, 25, 50, 100 uM
konsantrasyonlar1 ile muamele edildi. 48 saat sonunda hiicreler soguk PBS yardimiyla kazinarak 6
kuyucuklu plakalardankaldirildi. PBS de siispande halde olan hiicreler 4°C de 5 dk 10.000 g de santrifiij
edildi. Siipernatantlar atildi ve pellet tizerine 500 pL lizis buffer (RIPA Buffer, Abcam, #ab156034)
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eklendi. 40 dakika buzda inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinde hiicreler 5 dakika araliklarla 40 dakika
boyunca vortekslendi. Sonrasinda tiipler 4°C’de 30 dk 10.000 g de santrifiij edildi. Siipernatantlar alindu.
-20°C’de TAS ve TOS analizi i¢in muhafaza edildi [14].

TOS Analizi

Hiicre lizatinin TOS analizi, ticari kitler (REL Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak yapildi. Numunede bulunan oksidanlar, demir iyonu-selatér kompleksini demir iyonuna
oksitler. Spektrofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, numunede bulunan oksidan
molekiillerinin toplam miktar ile ilgilidir. Testin kalibrasyonu i¢in H202 kullanildi. Sonuglar litre

basina mikromolar H202 esdegerine (umol H202 Eq/L) gore verildi [15].

TAS Analizi

Hiicre lizatinin TAS analizi, ticari kitler (REL Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanilarak yapildi. Antioksidanlar koyu mavi-yesil 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit)
(ABTSe+) radikalini renksiz indirgenmis ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisimi toplam
antioksidan seviyesi ile iligkilendirilmistir. Test, Trolox esdegeri olarak adlandirilan stabil bir

antioksidan standart soliisyonu, yani bir E vitamini analogu kullanilarak kalibre edildi [16].

Oksidatif Stres indeksinin (OSI) Hesaplanmasi
Oksidatif stres indeksi, TOS seviyesinin TAS seviyesine orani olarak tanimlandi. Spesifik olarak,

OSI (arbitrary unit) = TOS (umol H202 Eq/L)/TAS (umol Trolox Eq/L)X100 [15].

Istatistiksel Analiz

Yara iyilesmesini analiz etmek i¢cin Imagej programi kullanildi. Hiicre canlilig1 ve yara iyilesmesi
% olarak ifade edildi. Tanimlayici veriler SPSS 22.0 paket programi (SPSS Inc., Chicago, IL, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanilarak analiz edildi. Yara iyilesmesindeki istatistiksel farkliliklar, iki yonlii
varyans analizi kullanilarak hesaplandi. IC50 degerleri GraphPad Prism 8 programi kullanilarak
hesaplandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

SONUC VE TARTISMA

Bilesiklerin farkli dozlarda uygulanmasindan sonra MCF-7 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi Sekil
1'de gosterilmistir. Tiim bilesikler, konsantrasyon ve zamana bagli olarak kanser hiicre hatlari iizerinde
antiproliferatif etki gostermistir. 24. saat verileri degerlendirildiginde kapsaisinin saglikli hiicrelere
(181.7 uM) kiyasla MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde daha diisikk dozda (104 uM) hiicre canliligini inhibe
ettigi bulundu. Beta karotenin de saglikli fibroblastlara (201.2 uM) kiyasla MCF-7 hiicreleri tizerinde
hiicre canliligim1 daha diisiik dozda (129.8 uM) etkiledigi bulundu. Melatoninin etki dozlar1 beta

karotene benzer olarak kanser hiicrelerinin (130.1 pM) hiicre canliligimi saglikli hiicrelere (201 pM)
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kiyasla diisiik dozda etkiledi. Taurinin ICso degerleri L929 ve MCF-7 hiicrelerinde sirasiyla 200.6 uM
ve 118.9 uM bulundu (Tablo 1).

48. saat verileri degerlendirildiginde kapsaisinin saglikli hiicrelere (201.3 uM) kiyasla MCF-7
hiicre hatt1 tizerinde daha diisiik dozda (137 uM) hiicre canliligini inhibe ettigi bulundu. Beta karotenin
de saglikh fibroblastlara (200.1 uM) kiyasla MCF-7 hiicreleri {izerinde hiicre canliligin1 daha diigiik
dozda (123.3 uM) etkiledigi bulundu. Melatoninin etki dozlar1 beta karotene benzer olarak kanser
hiicrelerinin (124.7 pM) hiicre canliligini saglikli hiicrelere (198.6 uM) kiyasla diisiik dozda etkiledi.
Taurinin 1Cso degerleri L929 ve MCF-7 hiicrelerinde sirasiyla 201.7 uM ve 138.8 uM bulundu (Tablo
1).

Tablo 1. Kapsaisin, beta karoten, melatonin ve taurinin saglikli ve kanser hiicre hatlarinda 24. ve 48.

saatlerdeki 1Cso degerleri.

24, saat 48. saat

1Cs0 (uM) L929 MCF-7 1Cs0 (uM) L929 MCEF-7
Kapsaisin 181.7 104 Kapsaisin 201.3 137
Beta karoten 201.2 129.8 Beta karoten  200.1 123.3
Melatonin 201.0 130.1 Melatonin 198.6 124.7
Taurin 200.6 118.9 Taurin 201.7 138.8

Kapsaisin, beta karoten, melatonin ve taurinin hiicre gogii lizerindeki etkisini belirlemek i¢in bir
yara iyilesme deneyi yapildi. Yara iyilesmesi sonuglarinda ilk 24 ve 48 saatte agilan yariklarin en diisiik
diizeyde iyilestigi ve hiicrelerin migrasyon yeteneginin kisitlandig1 goriildii. Yara kapanma alaninin
sonuclari, bilesiklerle tedavinin, yara kapanmasmi Onemli Ol¢lide hizlandiran hiicresel gocii
tyilestirdigini gostermistir (Sekil 2).

Sonuglar, tiim bilesiklerin, 48 saatte MCF-7 hiicre hatlarinin go¢ kabiliyetini belirgin sekilde
inhibe ettigini gosterdi. Saglikli hiicrelere kiyasla MCF-7 hiicre hatt1 lizerine 24. saatte kapsaisin
(%159.5), beta karoten (%114.3), melatonin (%139.3) ve taurin (%155.9) oraninda inhibe etmigir. 48.
saatte ise kapsaisin (%151.8), beta karoten (%115.3) ve taurin (%131.7) oraninda, MCF-7 hiicreleri
iizerine etkili bulundu (Sekil 2).

Bilesiklerin saglikli hiicrelere kiyasla kanser hiicreleri iizerindeki antioksidan aktivitesi Tablo
2’de verilmistir. Kapsaisin saglikli hiicrelere kiyasla 10 uM dozda, beta karoten 1 uM, 10 uM, 25 uM
ve 50 uM dozlarda melatonin 25 uM ve 100 pM dozlarda, taurin ise 1 uM ve 25 upM dozlarda MCF-7
hiicre hatti lizerinde antioksidan aktivite gostermistir. MCF-7 hiicreleri iizerine hemen hemen tiim
dozlarda antioksidan etki gosteren bilesigin beta karoten oldugu gozlenmistir. Beta karotenin diisiik
dozlarda antioksidan yiiksek dozlarda prooksidan oldugunu 6ne siiren Onceki calismalarla [6,7]

sonuglarimiz uyumlu bulunmustur.
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Sekil 2. Kapsaisin, beta karoten, melatonin ve taurinin saglikli ve kanser hiicre hatlar1 tizerine
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Tablo 2. TOS, TAS, OSI degerleri

L929 MCF7 1929 MCF7
Kapsaisin 1 pM TOS 7.169 4.037 Melatonin 1 pM TOS 0.867 6.792
TAS 0.205 0.110 TAS 0.259 0.070
Osl 3.497 3.670 osl 0.334 9.702
Kapsaisin 10 pM TOS 7.584 6.528 Melatonin 10 pM TOS 5.207 8.679
TAS 0.196 0.186 TAS 0.705 0.413
Osl 3.869 3.509 osl 0.738 2.101
Kapsaisin 25 pM TOS 1.471 6.716 Melatonin 25 pM TOS 8.566 4.754
TAS 0.181 0.355 TAS 0.168 0.932
Osl 0.813 1.891 osl 5.099 0.510
Kapsaisin 50 pM TOS 0.754 5.547 Melatonin 50 pM TOS 1.433 8.566
TAS 0.586 0.145 TAS 0.179 0.199
Osl 0.128 3.825 osl 0.801 4.304
Kapsaisin 100 pM | TOS 0.528 5.622 Melatonin 100 pM TOS 15.207 7.132
TAS 0.355 0.303 TAS 0.194 0.816
Osl 0.149 1.855 osl 7.838 0.874
Beta karoten 1 TOS 9.132 0.188 Taurin 1 pM TOS 12.264 0.981
uM TAS 0.609 0.582 TAS 0.194 0.513
(O8] 1.499 0.032 oSl 6.321 0.191

Beta karoten 10 TOS 7.358 0.981 Taurin 10 pM TOS 3.245 12.452
uM TAS 0.460 0.417 TAS 0.145 0.186
Osl 1.599 0.235 osl 2.237 6.694

Beta karoten 25 TOS 1.207 0.830 Taurin 25 pM TOS 4.113 10.490
uM TAS 0.049 0.526 TAS 0.088 0.230
Osl 2.463 0.157 osl 4.673 4.560

Beta karoten 50 TOS 4.981 5.698 Taurin 50 pM TOS 5.584 10.037
uM TAS 0.019 0.068 TAS 0.504 0.370
(O8] 26.215 8.379 osl 1.107 2.712
Beta karoten 100 | TOS 0.603 12.339 Taurin 100 pM TOS 6 6.641
uM TAS 0.348 0.183 TAS 0.422 0.117
Osl 0.173 6.742 osl 1.421 5.676

Son c¢aligmalar, sistemik taurin diizeylerindeki degisikliklerin, belirli timdrlerin olusumunu ve

malign transformasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir. Meme kanserli

hastalarda serum taurin diizeyi, yliksek riskli meme kanseri grubundaki veya saglikli kontrol grubundaki

hastalara gore dnemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur. Bu nedenle, taurin meme kanserinin erken teshisi

icin yeni bir biyobelirteg olarak kabul edilebilir [17,10]. Taurinin, si¢anlarda dimetilbenzantrasin

kaynaklt meme kanseri {izerinde engelleyici bir etki gdsterdigi bulunmustur; ayrica taurinin kolorektal

ve meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikleyebildigi ve proliferasyonu baskilayabildigi de

gosterilmistir [ 18]. Okamoto ve ark. [ 19] kanserojen olarak dietilnitrozamin ve timor destekleyici olarak

fenobarbital ile erkek F344 sicanlarda olusturulan karaciger kanserinde taurinin kimyasal kaynakli

timor olusumuna karsi koruyucu bir etki gosterdigini bildirmistir. Nude farelerde S180 ksenograft

tiimdrleri taurin ile tedavi edildiginde, apoptozun belirgin sekilde arttig1 ve anti-apoptotik protein Bcl-
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2'nin diizeyleri azalirken, pro-apoptotik protein Bax diizeylerinin arttig1 gézlenmistir [20]. Taurin ayrica
matriks metalloproteinaz-2 ekspresyonunu asagi regiile edebilir ve N-asetil galaktosaminil transferaz 2
ekspresyonunu yukar1 regiile ederek glioma hiicrelerinin potansiyel istilasini ve metastazini
baskilayabilir [21].

Yapilan ¢aligmalar, ac1 biber tiiketiminin insanlarda kanser riskini artirabilecegini géstermektedir.
Bununla birlikte, diger arastirmacilar, kapsaisinin, apoptotik indiiksiyon yoluyla 6liimsiizlestirilmis
veya habis hiicrelerin biiyiimesini inhibe etme tizerindeki in vitro etkisini gostererek, kapsaisinin
antikanserojenik ve anti-mutajenik aktivitelere sahip oldugunu géstermektedirler [22,23]. Ancak normal
hiicrelerde kapsaisin bilyiik dl¢iide etkisizdir [24]. Kapsaisinin insan meme kanseri MCF-7 hiicrelerinde
kaspaz-3'i icermeyen kaspaz bagimli bir yol araciligiyla apoptozu indiikledigi gosterilmistir [4].
Bununla birlikte, su anda insan meme kanseri hiicrelerinde kaspazdan bagimsiz yol ile kapsaisin
kaynakl1 apoptoz arasindaki iliski hakkinda net bir bilgi bulunmamaktadir. Dogal polifenollerin saglik
iizerinde faydali etkileri oldugu bilinmektedir. Bu bilesikler, antioksidan aktivitelerinden dolay1
arastirmalara konu olmustur. Antioksidan aktivitesine ek olarak, kapsaisin MCF-7 hiicrelerinde ROS
(reaktif oksijen tiirleri) {iretimi olmaksizin mitokondriyal yol araciligiyla da apoptozu indiiklemektedir
[25]. Disiik dozlarda kapsaisinin toksisitesi minimumdur. Bununla birlikte, kapsaisinin
biyotransformasyonla mutajenik veya kanserojen bir forma doniistiigii 6ne siiriilmiistiir. Kapsaisinin
toksisitesini agiklamak icin birka¢ metabolik mekanizma arastirilmustir. Bunlar arasinda elektrofilik
epoksit tiretimi, bir fenoksi radikali veya O-demetilasyon ve semikinon ve kinon tiirevleri iiretmek i¢in
oksidasyon sayilabilir [26]. Kapsaisin, deneysel karsinojenez ve mutajenez lizerindeki etkileri nedeniyle
bir¢ok aragtirmaci tarafindan test edilmistir. Literatiirdeki veriler, kapsaisinin kanserojenik ve mutajenik
stiregler lizerinde ikili etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Su anda, deney hayvanlari ile yapilan erken
arastirmalarin sonuglari, bu bilesigin orta derecede tiimorijenitesini gostermesine ragmen, kirmizi ve aci
biberlerin veya bunlarin baslica keskin igerikli icerigi olan kapsaisinin insanlarda kanserojen olduguna
dair saglam bir kanit yoktur. Buna karsilik, son calismalar kapsaisinin 6nemli antijenotoksik ve
antikanserojenik etkilerini ortaya koymaktadir. Bu bilesigin potansiyel bir kemopreventif aktiviteye
sahip bir bagka oOnemli diyet fitokimyasali oldugunu disiindiirmektedir. Kapsaisin sinir,
kardiyovaskiiler, solunum, termoregiilatuar ve gastrointestinal sistemler {izerinde etkilere sahiptir.
Duyusal sinir iletimini incelemek icin bir nérokimyasal ara¢ olarak kullanilmustir. /n vitro ve hayvan
calismalarinda kapsaisin inflizyonunun (200 mg/kg, intravendz yolla) pentobarbiton ile anestezi
uygulanmis sicanlarin adrenal medullasinda doza bagl katekolamin salgisini (adrenalin, noradrenalin)
uyardigr bildirilmistir. Kapsaisin meme kanseri hiicrelerine karsi belirgin antiproliferatif etkiler
gostermektedir. Kapsaisin, dstrojen reseptorii (ER)-pozitif (MCF-7, T47D, BT-474) ve ER-negatif (SK-
BR-3, MDA-MB-231) meme kanseri hiicre hatlarinin biiylimesini inhibe etmektedir [27].
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In vitro deneylerde, diisiik dozlarda beta karotenin insan viicudunda antioksidan ve
antiinflamatuvar o6zellikler sergiledigi, yiiksek dozlarda ise kanser hiicrelerinde, pro-oksidan ve
proinflamatuvar etkiler gésterdigi bulunmustur. Caligmalar ayrica, daha yiiksek konsantrasyonlarda beta
karotenin, hiicre sinyalizasyonu igin gerekli olan canli sistemlerde oksidasyon ve antioksidasyon
arasindaki dengeyi degistirebilecegini gostermistir [28]. Spesifik karotenoidlerin meme kanserine karsi
koruyucu bir faktor olarak hareket edebilecegi ile iliskili birka¢ mekanizma vardir. Bagisiklik
fonksiyonunun gii¢lendirilmesi, hiicrelerin DNA hasarina karsi korunmasi, hiicrelerarasi iletisimin
uyarilmasi, detoksifiye edici enzimlerin indiiklenmesi ve hiicresel proliferasyonun inhibisyonu
tizerindeki genel etkilerinin yani sira, ayrica spesifik aktiviteleri oldugu da gosterilmistir [29]. Beta
karoten, niikleer transkripsiyon faktér kappa B (NF-Kb)'nin redoks regiilasyonu yoluyla kanser
hiicrelerinde biiylime-inhibitér ve pro-apoptotik etkileri kontrol edebilir [30]. Bazi ¢aligmalar,
karotenoid alimi ile meme kanseri riski arasindaki iliskinin ostrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptorii (PR) durumuna gore siniflandirildigini bildirmistir [31]. Yapilan bir ¢aligmada diyetle a-
karoten, B-karoten ve lutein/zeaksantin aliminin ER(-) meme kanseri riskini diigiirdiigii, ancak ER(+)
meme kanseri riski ile iligkili olmadig1 gosterilmistir [32].

Melatonin, N-asetil-5-metoksitriptamin, epifiz bezi, deri, kemik iligi ve retina gibi gesitli
organlarda iiretilen bir hormondur. Melatonin sirkadiyen ritim diizenlemesi, mevsimsel degisimler, uyku
periyodu, iireme ve kardiyovaskiiler fonksiyonlar gibi gesitli fizyolojik siiregleri igerir [33]. Melatonin
ayrica bagisiklik ve hematopoetik sistemleri de diizenler. Melatoninin meme karsinogenezinde
onkostatik ve antiproliferatif etkileri oldugu ve ayrica MCF-7 hiicrelerinde p53 ve p21 ekspresyonunu
artirarak apoptotik yolu indikledigi bildirilmistir [34]. Melatonin, araci metabolizma ve kanserin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. MCF-7 hiicrelerinde melatonin ve retinoik asidin birlikte
kullaniminin, TGFB1 (doniistiiriicii biiytime faktorii f1) ve Bel2'nin azalmig ekspresyonu ile tutarli bir
sekilde RARa'nin (retinoik asit reseptorii) aktivasyonu yoluyla MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu tesvik edebildigi ve pro-apoptotik protein Bax'in ekspresyonunu arttirdigi bulunmustur [11].
Melatonin ve retinoik asidin birlikte uygulanmasinin, siganlarda NMU (N-nitroso-N-metiliire ) ile
indiiklenen meme tiimérlerinin gelisimini %90'in iizerinde bir oranda inhibe edebildigi gosterilmistir
[35]. insan neoplazmalarinda bir adjuvan olarak melatoninin degerini degerlendirmek icin cesitli klinik
deneyler yapilmis ve kemoterapétik ajanlarla birlikte kullanildiginda melatoninin birgok yararli etkisi
ortaya ¢ikmistir. Kemoterapinin, kanser hastalarina melatonin ile birlikte uygulandiginda daha iyi tolere
edildigi gézlenmistir [36].

Bu caligmamizda metastatik olmayan MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin ve L1929 saglikli
fibroblast hiicre hattinin kapsaisin, beta karoten, melatonin ve taurin ile muamelesi sonucunda hiicre
canliliginda, hiicre migrasyonunda ve antioksidan/oksidan seviyelerinde meydana gelen degisiklikler

incelenmistir. Farkli konsantrasyonlarda yapilan uygulamalarin neticesinde bilesiklerin kanser hiicre
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hattinda saglikli hiicre hattina kiyasla hiicre canliligin1 daha diisiik dozlarda azalttiklar: tespit edilmistir.
Yara iyilesmesi tizerindeki etkileri incelendiginde ilk 24 ve 48 saatte acilan yariklarin en diisiik diizeyde
iyilestigi ve hiicrelerin migrasyon yeteneginin kisitlandigi goriilmiistiir. Sonuglar, kapsaisin, beta
karoten, melatonin ve taurin ile muamelenin, yara kapanmasini dnemli 6lgiide hizlandiran hiicresel gogii
iyilestirdigini gostermistir. Tiim bilesiklerin farkli dozlarda antioksidan aktivite gosterdigi ancak, MCF-
7 hiicreleri lizerine hemen hemen tiim dozlarda antioksidan etki gosteren bilesigin beta karoten oldugu
gozlenmistir. Elde edilen sonuglarin yeni ve farklt kombinasyon denemeleri yapilmasi agisindan

literatiire degerli ve 6nemli bilgiler saglayacag: diisiiniilmektedir.
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RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE (RDRP) INHIBITOR DRUGS
AGAINST SARS-COV-2: A MOLECULAR DOCKING STUDY

SARS-COV-2'YE KARSI RNA-BAGIMLI RNA POLIMERAZ (RDRP) INHIBITOR ILACLARI:
BIR MOLEKULER DOCKING CALISMASI

Sarah GADO! (), Zeynep ATES ALAGOZ "

!Ankara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Chemistry, 06560, Ankara,
Turkey

ABSTRACT

Objective: SARS-CoV-2 associated viral pandemic was first reported in Wuhan, China, in December 2019.
Due to the rapid increase in its pathogenicity, SARS-CoV-2 was declared a global pandemic by WHO on March
11, 2020. For that reason, determining the most attractive viral protein targets became a must. One of the most
important target proteins is SARS-COV-2 RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) on which COVID-19
depends in its replication process. This study aimed to examine the possible interactions between RdRp and the
most promising RdRp nucleoside inhibitors especially Purine nucleoside analogs, to detect the most important
residues that commonly interact with RdRp's inhibitors and to investigate whether if there any mutations have
been observed so far in these residues or not.

Material and Method: Molecular docking studies were carried out using AutoDock Vina between SARS-
CoV-2 RdRp and drugs approved against different viral RdRps (Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir,
and Favipiravir) as well as physiological nucleotides (ATP and GTP). Based on the obtained results, a detailed
surface-interaction analysis was also performed using Pymol and Discovery Studio Visualizer software for the
models that exhibited the most suitable location and configuration in space.

Result and Discussion: All the tested molecules were able to bind to SARS-CoV-2 RdRp successfully. Also,
they all commonly interact with 9 different amino acids (Arg553, Arg555, Asp618, Asp623, Ser682, Asn691,
Ser759, Asp760, and Asp761), and 3 different Template-primer RNA nucleotides (U10, A11, and U20) causing
inhibition of viral RdRp via non obligate RNA chain termination.

Keywords: COVID-19, molecular docking, RdRp, nucleotide analogs
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Amag: SARS-CoV-2 ile iliskili viral pandemisi ilk olarak Aralik 2019'da Cin'in Wuhan kentinde
bildirilmistir. enfeksiyon giiciiniin yiiksek olmasi nedeniyle, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) 11 Mart 2020 tarihinde
SARS-CoV-2"yi kiiresel pandemi olarak ilan etmistir. Bu nedenle en onemli viral protein hedeflerinin
belirlenmesi bir zorunluluk haline geldi. En 6nemli hedef proteinlerden biri ise, SARS-COV-2"nin replikasyon
siirecinin bagl oldugu RNA'va bagimli RNA polimerazdir (RARp). Bu ¢alismada RdRp ile RdRp niikleozit
inhibitorleri, ozellikle de Purin niikleozid analoglar: araswndaki olast etkilesimlerin incelenmesi, RdRp
inhibitérleri ile yaygin olarak etkilesime giren en 6nemli kalintilarin saptanmasi ve bu kalintilarda simdiye kadar
herhangi bir mutasyon gézlemlenip gézlemlenmedigi arastirilmast amaglanmustir.

Gerec¢ ve Yontem: SARS-CoV-2 RdRp’ye karst fizyolojik niikleotidler (ATP ve GTP) ve farkli viral
RdRpler’e karsi onaylanms ilaglar (Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir ve Favipiravir) olmak tizere
toplam 7 bilesik test edilmistir. RdRp ile bu 7 bilesik arasinda AutoDock Vina yardimiyla molekiiler docking
calismalart gerceklestirilmis olup molekiiler docking calismalarindan elde edilen sonuglara ve uzaydaki
konfigiirasyonlarina gore en uygun olan modelleri icin de detayl: yiizey etkilesim analizi Pymol ve Discovery
Studio Visualizer software yardimiyla yapilmuistir.

Sonug ve Tartisma: Test edilen tiim molekiiller, SARS-CoV-2 RdRp've basariyla baglanabilmistir. Ayrica
hepsi 9 farkli amino asit ile (Arg553, Arg555, Asp618, Asp623, Ser682, Asn691, Ser759, Asp760 ve Asp761)
ayni zamanda 3 farkli Template-primer RNA niikleotidi (U10, Al1 ve U20) ile etkilesime girmis ve zorunlu
olmayan RNA zinciri sonlandwrmasi yoluyla viral RARp'nin inhibisyonuna neden olmuslardir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, molekiiler docking, RARp, niikleotid analoglari

INTRODUCTION

Viral infectious diseases continue to be a serious problem for human health. The global SARS-
CoV-2 associated viral pneumonia pandemic was first reported in Wuhan, China, in December 2019 [1].
Later then, SARS-CoV-2 was declared as a global pandemic by WHO on March 11, 2020, due to the
rapid increase in its pathogenicity and rate of transmission. According to the WHO (COVID-19)
Dashboard, as of 24 September 2021, a total of 230,418,451 confirmed cases of COVID-19 have been
reported worldwide, including 4,724,876 deaths (https://covid19.who.int). This massive loss of
population worldwide due to the SARS-CoV-2 pandemic has raised the urgent call for antiviral drugs
for treatment/prevention against COVID-19. This study includes information about the biochemical
structure of COVID-19 and its most important proteins that represent strategic targets to reveal the best
treatment possibilities for coronavirus. As we aimed to examine in detail the biochemical structures of
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp), one of the most important proteins that COVID-19 depends
on in its replication process, and its physiological nucleotide (ATP and GTP) as well as the most
promising RdRp inhibitors such as Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir, and Favipiravir.
Also, molecular docking studies and detailed surface interaction analysis were carried out between RdRp
and these approved drugs, in the hope of making a little academic contribution to our heavy fight against
COVID-19.

The new novel coronavirus belongs to the beta genus of coronavirus, which is non-segmented,
enveloped, positive-sense, and single-stranded RNA viruses commonly found in mammals [2, 3].
SARS- CoV-2, as a positive-sense, single-stranded RNA virus, is capable of synthesizing a full-length
negative-sense RNA strand that serves as a template for further production of Positive genomic RNA

(gRNA) and subgenomic RNAs (sgRNAS) [4]. RNA viruses’ hardship appears in their evolutionary
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capacity, exhibiting high mutation rates and frequent recombination [5]. The mechanisms of host
shifting have been closely studied in emerging zoonotic viruses such as influenza virus, Hepatitis C
virus, Ebola virus, (SARS-CoVs) [6]. SARS-CoV-2 has a unique survival strategy to balance viral
replication with viral spread. In addition, COVID-19 exhibited an immunomodulatory profile that
overstimulated the innate immune response and over suppressed the adaptive immune response [7]. In
the disease caused by SARS-CoV-2, appears a clinical profile ranging from asymptomatic to severe
respiratory failure, and the main symptoms of infection are cold, fever, pneumonia, cough, bronchiolitis
with occasional diarrhea [8].

The SARS-CoV-2 genome is nearly 30 kb and encodes 29 proteins at least, including 4 structural
proteins, 16 nonstructural proteins (NSPs), and 9 accessory proteins. On cell entry, the genomic RNA
of SARS-CoV-2 is translated from two open reading frames ORFla and ORF1b, to produce two
overlapping polyproteins, ppla and pplab, respectively. pplab is then cleaved into 16 NSPs by the viral
proteases NSP3 and NSP5 [4]. While ORFs at the 3’ end encode four structural proteins and nine putative
accessory factors [9]. Structural proteins are involved in the assembly of the virion and the pathogenesis
of infection. Structural proteins are classified as follows: Envelope protein (E), Nucleocapsid protein
(N), Membrane proteins (M), and Spike glycoprotein (S) [10]. S-glycoprotein of SARS-CoV-2 initiates
infection by binding to the host cell Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor to initiate viral
entry as S-glycoprotein undergoes proteolytic cleavages by host proteases (such as Trypsin and Furin)
[11]. Knowing the structural and functional properties of the SARS-CoV-2 main proteins will help the
development of viral-specific drug treatments and vaccines.

Molecules targeted by specific antiviral agents must be required for the viral life cycle or immune
clearance. Such molecules can be divided into two categories: viral molecules and host molecules
necessary for the completion of virus replication [12]. COVID-19 Spike structural protein, as well as
multiple nonstructural proteins that also function as viral enzymes such as RdRP (nsp12), 3CL protease
(nsp5), papain-like protease (nsp3), and helicase (nsp13), play essential roles for viral entry into the host
cell and intracellular replication. They are also considered important targets for antiviral development
due to the absence of closely related host cell counterparts [9]. A key component, RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp), also known as nspl12, catalyzes viral RNA synthesis and thus plays a crucial role

in the replication and transcription cycle of the COVID-19 virus [13].

Biochemical Structure of RNA-dependent RNA Polymerase (RDRP)

Nsp12 is the catalytic subunit and core component of CoVs RdRp. Nsp12 forms a complex with
two cofactor proteins (nsp7 and nsp8) and participates in the RNA template-dependent synthesis of viral
RNA in the presence of divalent metal ions. The binding of nsp12 to nsp7 and nsp8 enhances the binding
processability of nsp12 to RNA template [14]. NSP12 has three domains, the RdRp domain (367-920
aa), the NiRAN domain (4-28 aa and 69-249 aa), and the interface domain (250-365 aa). The RdRp
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domain consists of three subdomains: the (Finger) subdomain (366-581 and 621-679 aa), the (Palm)
subdomain (582-620 and 680-815 aa), and the (Thumb) subdomain (816-920 aa) [4] (Fig.1).
An additional N-terminal B-Hairpin (residues Asp29 to Lys50) generated by a prominent CYRO-EM
map is inserted into the groove compressed by the NiRAN domain and the Palm subdomain in the RdRp
domain [13]. The nsp7-nsp8 pair shows a conserved structure similar to the SARS-CoV nsp7-nsp8 pair
[15]. Unless that, The orientation of the N-terminal helix of the individual nsp8 monomer attached to
Nsp12 is shifted in comparison with that of the nsp7-nsp8 pair [13] (Fig. 1).

NiRAN
(4-28 aa & 69-249 aa)

B-Hairpin

Interface (29-50 aa)

(250-365 aa)

Palm
(582620 & 680815 aa)

Thumb
(816932 aa)

Finger
(366-581 & 621-679 aa)

Figure 1. Structure of Nsp12 (RdRp)-Nsp7-Nsp8 complex of COVID-19

The cryo-electron microscopy structure of SARS-CoV-2 RdRp (PDB ID: 6M71) consisting of the Nsp12-nsp7-nsp8 complex
is shown. Here, nsp7, nsp8-1 nsp8-2, Fingers domain, Thumb domain, Palm domain, NiRAN domain, B-Hairpin, and interface
domain are shown in yellow, light blue, orange, dark green, purple, light green, blue, and red colors, respectively. The structure
demonstration was made with the Discovery Studio Visualizer software.

With the accumulation of increasing knowledge about the disease and treatment experience,
diagnostic and treatment programs for COVID-19 are constantly updated. Notably, antiviral drugs,
antibiotics, antiprotozoal drugs, fusion inhibitors, immunomodulatory and anti-inflammatory drugs are
the drug categories commonly used [16]. An efficient approach to boost drug discovery is to examine
whether currently approved antiviral drugs are effective in treating COVID-19 or not [17]. The antiviral
chemotherapeutic treatment concept usually relies on targeting specific viral enzymes or attacking a
weak point of viral replication, such as targeting different RdRps [18]. Especially when the RdRp
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inhibition process is not expected to cause target-related side effects. The availability of antiviral drugs

specific to SARS-CoV-2 will be an urgent need in parallel with preventive vaccines.

RNA-dependent RNA Polymerase (RdRp) Inhibitors

One of the major strategies used in the RARp enzyme inhibition process is the use of nucleotide
triphosphate analogs which prevent the binding of natural substrates through steric exclusion [19].
Nucleoside inhibitors are generally metabolized inside cells to their corresponding triphosphate forms
then bound to the active site of viral polymerases, for that reason, they are called Active site ligands
[20]. There are two known classes of RdRp inhibitors: nucleoside analog inhibitors (NIs) and non-
nucleoside analog inhibitors (NNIs). As this study aimed to focus on nucleoside inhibitors, NlIs terminate
the RNA synthesis step, which is essential for RNA replication, through their incorporation by RdRp,
which prevents incoming nucleotides from being added to the RNA chain [21]. Because of this

mechanism, Nls are mostly called chain termination inhibitors (Fig. 2).
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Figure 2. The chemical structure of the physiological nucleotides (ATP and GTP) and the five purine
nucleoside inhibitor drugs approved against different viral RdRps (Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin,

Sofosbuvir, and Favipiravir)

MATERIAL AND METHOD

To examine the dissolved crystal structure of SARS-CoV-2 RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp) and to use it in docking trials, an electron microscopy crystallographic structure of SARS-CoV-
2 nspl2 in complex with its cofactors (nsp7 and nsp8) and Remdesivir-TP as an inhibitor (PDB ID:

7BV2 2.5 A), was retrieved from Protein Data Bank (www.rcsb.org) and was selected to be the target
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protein in the docking processes. And for protein preparation Chimera and Autodock 4 programs were
used.

Before testing the ligands against SARS-CoV-2 RdRp, the structures of the ligands were ensured
to be in the active (triphosphate) form. Pymol software was used to build up the Remdesivir triphosphate,
Galidesivir triphosphate, and Sofosbuvir triphosphate molecules from their monophosphate molecules
retrieved from Pubchem. However, other ligands were directly retrieved from the PubChem web server.

For performing molecular docking, AutoDock Vina software was used in all of the docking trials,
in which the SARS-CoV-2 RdRp was treated as a rigid protein target, and the ligands were flexible.
After molecular docking processes, the obtained models were analyzed using Protein-Ligand Interaction
Profiler (PLIP) web server, Pymol, and Discovery Studio Visualizer.

RESULT AND DISCUSSION

To examine the dissolved crystal structure of SARS-CoV-2 RNA-dependent RNA polymerase
(RdRp), an electron microscopy crystallographic structure of SARS-CoV-2 nsp12 in complex with its
cofactors (nsp7 and nsp8), and Remdesivir-TP as an inhibitor (PDB ID: 7BV2 2.5 A) was retrieved from
Protein Data Bank and was selected to be the target protein in all docking processes. This protein consists
of A chain (represents nsp12), B chain (represents nsp8), C chain (represents nsp7), T chain, and P chain
(represent Template - Primer RNA), 2 Zn ions and 2 Mg ions. To get the target protein prepared for the
docking process, Chimera software was used to replace any incomplete side chains using the Dunbrack
2010 Rotamer Library. Then Autodock4 Tools software was used to delete water molecules, add polar
hydrogen, and calculate Kollman charges (16.001). After the protein preparation process, the validity of
the target protein (1011 residues) was mediated by the Ramachandran plot (100% of the residues in the
allowed regions, 92.7% in the most favored region, and %6.7 of the residues in additional allowed
regions).

Before testing the ligands against SARS-CoV-2 RdRp, the structures of the ligands were ensured
to be in the active (triphosphate) form. Pymol software was used to build up the Remdesivir triphosphate,
Galidesivir triphosphate, and Sofosbuvir triphosphate molecules from their monophosphate molecules
retrieved from Pubchem. However, other ligands were directly retrieved from the PubChem web server.

After the preparation of Ligands and target Protein, a literature search was carried out to identify
key residues known to interact with Remdesivir triphosphate to determine the active site for the correct
positioning of the Grid box. In addition, the original ligand (Remdesivir-TP) in the crystal structure of
the target protein was used as a leader ligand for determining the active site. Then, AutoDock 4 Tools
program was used for generating a Grid box of (30 A x 30 A x 30 A) positioned in (97.791, 95.583,
102.373) (Fig. 3).

For performing molecular docking, AutoDock Vina software was used in all of the docking trials
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in which the SARS-CoV-2 RdRp was treated as a rigid protein target and the ligands were flexible. 7
Compounds were tested against SARS-CoV-2 RdRp. Namely, the physiological nucleotides (ATP and
GTP), and five purine nucleoside inhibitor drugs approved against different viral RdRps (Galidesivir,

Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir, and Favipiravir).

Figure 3. Cryo-electron microscopy structure of RdRp of SARS-CoV-2 with Remdesivir-TP

A cryo-electron microscopy structure of SARS-CoV-2 RdRp (PDB ID: 7BV2) composed of the triphosphate form (RTP) of
Remdesivir, the catalytic Mg?* ion, and the nsp12-nsp7-nsp8 complex bound to Template-primer RNA is shown. Here,
Template-primary RNA is shown as a yellow ladder model while nsp12, nsp7, and nps8 are shown as lines. The triphosphate
form (RTP) of Remdesivir is shown as a stick model and the surface by an atom is shown in light red to clearly illustrate the
binding site used in our docking trials. The structure demonstration was made by Discovery Studio Visualizer software.

According to molecular docking results, the docking scores of the 7 compounds were found to be
between —8.3 and —7.7 Kcal/mol. As the physiological compounds (ATP and GTP) exhibited binding
energies of -7.8 to -7.4 and -7.7 to -7.3 respectively, while the five approved drugs Galidesivir,
Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir, and Favipiravir bound to SARS-CoV-2 RdRp with binding energies
of -8.0 to -7.5 for Galidesivir-TP, -8.2 to -7.5 for Remdesivir-TP, -8.3 to -7.9 for Ribavirin-TP, -7.8 to -
7.3 for sofosbuvir-TP, and -8.0 to -7.5 for Favipiravir (Fig. 4).

According to the results obtained from molecular docking trials, nucleotide analogs such as
Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir, and Favipiravir were found to be able to bind to nsp12

associated with template-primer RNA causing inhibition of viral RdRp via non obligate RNA chain
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termination. Also, the binding energy values against RdRp for these drugs are better than the native
nucleotides. In other words, these drugs have been found to have a higher binding affinity for RdRp
compared to ATP and GTP.

R Q ] Q
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84 m Binding Energy ( kcal / mol )

Figure 4. Docking scores of the physiological nucleotides (ATP and GTP) and five purine nucleoside
inhibitor drugs approved against different viral RdRps (Galidesivir, Remdesivir, Ribavirin, Sofosbuvir,
and Favipiravir) against SARS-CoV-2 RdRp

The models with the highest docking score in all the five drugs are located in the same position
as the original Remdesivir-TP in the crystal structure of the target protein. This increases the reliability
and accuracy of our molecular docking studies results (Fig. 5).

These approved drugs are thought to cause inhibition by mimicking the nucleoside substrate
recognized by viral RNA polymerase. RdRp inhibition is also a superior approach because once these
substrate mimetics bind, they are unable to induce virus "repair” and thus permanently block replication
[22].

To investigate and discuss more possible interactions, models with the highest docking scores and
best positions and configurations obtained from docking results were selected based on recent findings
reported in articles and the results of similar studies. At the same time, the positions and configurations
of the models produced from the docking trials were compared to the position and configuration of the
original ligand (RemdesivirTP) in the crystal structure of the target protein and it was found that these
models were the most suitable for studying surface-interaction analysis. According to the previous steps,
the Complexes formed between selected models and RdRp were examined with the help of PLIP web-
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server, Pymol, and Discovery Studio Visualizer software.

Figure 5. Comparison between the positions of the models produced from docking trials with the

position of the original ligand

Here, The original ligand (RemdesivirTP) in the crystal structure of the target protein is shown in green, while;
A: Galidesivir-TP model (-8.0 kcal/mol) is shown in Pink

B: Ribavirin-TP model (-8.3 kcal/mol) is shown in Light orange.

C: Favipiravir-TP model (-8.0 kcal/mol) is shown in Cyan.

D: Remdesivir-TP model (-8.2 kcal/mol) is shown in Yellow.

E: Sofosbuvir-TP model (-7.8 kcal/mol) is shown in Dark Green.

According to the findings reported in different studies conducted on Remdesivir, Remdesivir in
its monophosphate form (RMP), forms a covalent bond at the +1 position (via base-stacking interactions)
with the 3’ end of the RNA primer chain, while interacting with the uridine base from the Template
strand (via two hydrogen bonds). RMP also interacts with the side chains of Lys545 and Arg555 [14,23].
Interacting residues between Nspl2 and Remdesivir were obtained from the cryo-EM construct of
SARS-CoV-2 RdRp. A total of 56 residues from Nspl2 were found to interact with Remdesivir.
Specifically, certain nsp12 residues such as Ala558, Gly559, Ser682, Gly683, Asp684, Ser759, Asp760,
Asp761, Cys813, and Ser814 interacted with Remdesivir and template-primer RNA and are required to
maintain the catalytic activity of RdRp [23]. Moreover, the catalytic metal ions in SARS-CoV-2 nsp12
are coordinated by ternary aspartate, Asp618, Asp760, and Asp761, and the substrate p-phosphate is
stabilized by Arg555. Asp623, Ser682, and Asn691 residues are observed to play a role in 2°-OH
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recognition of the incoming nucleotide [24].

Some of these findings match our findings of the surface-interaction analysis of all the models,
that they commonly interact with Arg555, Asp618, Asp623, Ser682, Asn691, Ser759, Asp760, and
Asp761 residues (Fig. 6-7). A ligand-protein interaction diagram revealed that important residues of
nspl2 are located within the 6A distance of Remdesivir; showed metal coordination with Mg*,
hydrogen bonds of RNA with Asn691 and U10, and a pi-pi-Stacking interaction of Template-primer
RNA with U20 [23]. These findings also match some of our findings of the surface-interaction analysis
made within the 5A distance of all the models, and it was found that they commonly interact with U10,
Al1l, and U20 of Template-primer RNA (Fig. 6-7).

Interactions

Salt Bridge - Unfavorable Positive-Positive
- Unfavorable Bump - Unfavorable Doner-Doner
Attractive Charge Pi-Cation / Pi-Anion
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma
Carbon Hydrogen Bond Pi-Pi Stacked
Metal- Acceptor Halogen (Fluorine)

Figure 6. The types of intermolecular interactions are as labeled for all 2D ligand-protein interaction

diagrams

To investigate the binding mode of the complexes formed between selected models and RdRp in
detail, PLIP web-server and Pymol software were utilized for further 3D investigations.

- The interactions between the selected Favipiravir-TP model and RdRp are as follows:

11 H-bonds were formed with Arg555, Ser682 (2), Asn691, Ser759, Asp760 residues, primer U20
(4), and Template U10. In addition, the Favipiravir-TP model formed 2 salt bridges with Arg555 (2) and
1 m-cation interaction with Arg555 (Fig. 8 A)

- While the interactions between the selected Ribavirin-TP model and RdRp are as follows:

14 H-bonds were formed with Arg555 (2), Asp623 (2), Ser682, Asn691, Ser759 (2), Asp760
residues, primer U20 (2), Template U10 (2), and Al1. In addition, the Ribavirin-TP model formed 2 salt
bridges with Arg555 (2), 1 m-cation interaction with Arg555, and n-Stacking interaction with A11 (Fig.
8 B)
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Figure 7. Ligand-protein interaction (2D) diagrams of all tested purine nucleoside inhibitor models,
diagrams were made within a 5A distance of the nsp12-nsp7-nsp8 complex bound to template-primer
RNA and the types of interactions were shown as labeled in figure 6, diagrams were made with
Discovery Studio Visualizer software
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Figure 8. Favipiravir-TP and Ribavirin-TP ligand-protein interactions

Visualization of SARS-CoV-2 RdRp nspl2 active site and docked position with compound Favipiravir-TP and Ribavirin-TP
models. Here, solid green lines depict the H-bonds, Solid Yellow lines depict salt-bridges, dashed orange lines depict zt-cation
interactions while dashed light blue lines depict -Stacking interactions.

- The interactions between the selected Remdesivir-TP model and RdRp are as follows:

10 H-bonds were formed with Arg555, Asn691, Ser759, Asp760 residues, primer U20 (5), and
Template U10. In addition, the Remdesivir-TP model formed 2 zn-cation interactions with Arg555 (2)
and 1 m-stacking interaction with primer U20 (Fig. 9 A)

- While the interactions between the selected Sofosbuvir-TP model and RdRp are as follows:

6 H-bonds were formed with Arg555, Asp623, Arg624, Asn691, Ser759 residue, and primer U20.
In addition, the Sofosbuvir-TP model formed 3 salt bridges with Arg555 (2), Arg553, and hydrophobic
interaction with Asp623 (Fig. 9 B).

- The interactions between the selected Galidesivir-TP model and RdRp are as follows:

12 H-bonds were formed with Tyrd56, Arg555, Asp623 (3), Thr680 (2), Asn691, Ser759(2),
Asp760 residues, and primer U20. In addition, the Galidesivir-TP model formed 4 salt bridges with
Arg555 (2), Arg553 (2), and hydrophobic interaction with Asp623 (Fig. 10).

In conclusion, according to the results obtained from molecular docking studies and the results of
detailed surface-interaction analysis for different models -which are the most suitable according to their
positions and configurations- were found that they commonly interact with 9 different amino acids
(Arg553, Arg555, Asp618, Asp623, Ser682, Asn691, Ser759, Asp760, and Asp761), and 3 different
Template-primer RNA nucleotides (U10, All, and U20) causing inhibition of viral RdRp via non
obligate RNA chain termination.

In particular, it was found that all the models have formed different types of interactions with
important residues such as Arg555, Ser759, Asp760 and with important nucleotides such as forming z-
stacking interaction with primer U20 of Template-primer RNA. In addition, it can be said that Arg555,

in particular, plays a very important role in the inhibition process held by nucleotide analogs because all
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the models have been found to form at least 2 or 3 different types of interaction with Arg555.

A B

SER-759 : ARG-624
ARG-555

SER-759 ARG-553

ASN-691 ARG-555

Figure 9. Remdesivir-TP and Sofosbuvir-TP ligand-protein interactions.
Visualization of SARS-CoV-2 RdRp nsp12 active site and docked position with compound Remdesivir-TP and Sofosbuvir-TP
models. Here, solid green lines depict the H-bonds, Solid Yellow lines depict salt-bridges, solid blue lines depict hydrophobic

interaction, dashed orange lines depict -cation interactions, while dashed light blue lines depict n-Stacking interactions.

ARG-553 ARG-555

BRESSS GalidesivirTP TYR-456

u-20 ASP- >THR-680

ASP-623

Figure 10. Galidesivir-TP ligand-protein interactions

Visualization of SARS-CoV-2 RdRp nspl12 active site and docked position with compound Galidesivir -TP model. Here, solid
green lines depict the H-bonds, Solid Yellow lines depict salt-bridges while dashed grey lines depict hydrophobic interactions.

Taking in regards to the quick rate of mutations that COVID-19 does exhibit, that leads us to
guestion what are the consequences of the possibility of COVID-19 developing a mutation in Arg555

amino acid? And how any mutation in this vital key residue (Arg555) would affect the efficiency of
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RdRp inhibitor (nucleotide analogs) drugs.

Based on results obtained from a cohort study of Remdesivir treated patients conducted by
Alfredo Mari et al. no potential escape mutation was found in known key residue Nsp12:Arg555, as in-
silico structural models found that they were unlikely to be associated with loss of stability in RARp
[25]. These findings indicate that RARp may represent a suitable drug target. A detailed understanding
of the interaction of nucleotide analogs and RdRp especially at the atomic level using robust molecular
technologies could lead to the development of highly specific and efficient new treatments for COVID-
19. Studies aiming to understand the structural and functional properties of key proteins involved in
SARS-CoV-2 infection and replication and corresponding drug development activities should continue

to be carried out to come out with more promising results.
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CYTOTOXIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF ALCHEMILLA
MOLLIS (BUSER) ROTHM. AND ITS CONTITUENTS; HYPEROSIDE
AND ISOQUERCETIN

ALCHEMILLA MOLLIS (BUSER) ROTHM. ILE BILESENLERI HIPEROZIT VE
IZOKERSETININ SITOTOKSIK VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI
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ABSTRACT

Obijective: Alchemilla mollis (Buser) Rothm. (Rosaceae) is widely distributed in Europe, North Anatolia,
Caucasus, North Iran. A commercial drug, "Herba Alchemillae" is obtained from aerial parts of A. mollis, is
used for its astringent, diuretic, antispazmodic properties as well as for treatment of excessive menstruation
and wounds in Bulgarian and Turkish folk medicine. Previous studies have reported that hyperoside,
isoquercetin, miquelianin, cis-and trans-tiliroside, sinocrassoside D2 and rhodiolgin were detected in A. mollis.
Present study is aimed to evaluate in vitro antioxidant effects and cytotoxic activities of A.mollis methanolic
extract and its constituents, hyperoside and isoquercetin, on K562 leukemia cell line.

Material and Method: Spectrophotometric MTT assay and NO radical scavenging assay have been used
to test the cytotoxic effects and antioxidant activities, respectively.

Result and Discussion: Results showed that A.mollis methanolic extract reduced cell viability of K562
cells at concentrations higher than 0.02 mg/ml whereas the compounds did not exhibit any cytotoxicity at same
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concentration range. Additionally, significant inhibition on NO radical production was observed for all tested
materials.
Keywords: Alchemilla mollis, antileukemic activity, antioxidant activity, hyperoside, isoquercetin

0z

Amac: Alchemilla mollis (Buser) Rothm. (Rosaceae) Avrupa, Kuzey Anadolu, Kafkasya ve Kuzey Iran’da
genis yayilis gostermektedir. A.mollis’in toprak iistii kistmlarindan elde edilen ticari ila¢ "Herba Alchemillae"
Bulgar ve Tiirk halk tibbinda asirt adet gorme ve yara tedavisinin yani sira anstrenjan, diiiretik, antispazmodik
ozellikleri icin de kullanilmaktadir. Yapilan calismalarda A.mollis te hiperozit, izokersetin, mikuelianin, cis- ve
trans-tilirozit, sinokrassozit D2 ve rodiolgin tespit edildigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin amaci A.mollis’in
metanollii ektresi ile icerdigi bilesikler, hiperozit ve izokersetinin K562 losemi hiicre hattindaki sitotoksik
aktiviteleri ile in vitro antioksidan aktivitelerini degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem: Sitotoksik aktiviteyi test etmek icin MTT testi, antioksidan aktiviteyi degerlendirmek
icin NO radikali stiptiriicii test kullamlmigtir.

Sonu¢ ve Tartisma: Calisma sonuglart A.mollis’in metanollii ekstresinin 0.02 mg/ml'den daha yiiksek
konsantrasyonlarda K562 hiicrelerinin hiicre canliligini azaltirken, bilesiklerin ayni konsantrasyon araliginda
herhangi bir sitotoksisite sergilemedigini gostermistir. Ayrica, test edilen tiim materyallerin NO radikali
tiretimini énemli ol¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Alchemilla mollis, antilosemik aktivite, antioksidan aktivite, hiperozit, izokersetin

INTRODUCTION

Alchemilla genus is one of the largest genera of Rosaceae family with more than 1000 species
over the World and 77 species in Turkey [1]. Alchemilla mollis (Buser) Rothm. is widely distributed in
Europe, North Anatolia, Caucasus and North Iran and grows naturally in north and north-eastern
Anatolia in Turkey [2, 3]. Alchemilla species are known as findik otu, aslanpengesi, aslan ayagi,
dokuztepe, yeditepe, locally [3, 4].

Alchemilla genus has been used against various diseases such as wounds, eczema, erythema,
diabetes, gastrointestinal and gynecological disorders, inflammation, diarrhea, asthma, bronchitis and
cough [5-13]. Aerial parts of Alchemilla, which is used for therapeutic purposes, have been reported to
have rich phytochemical content including tannin, flavonoid, proatocyanidin, terpene and the other
phenolic compounds [14-17]. Additionally, the angioprotective, antioxidant, antiviral, anticancer,
wound healing and antimicrobial activities of Alchemilla species have been shown in different studies
[14, 17].

A commercial drug, "Herba Alchemillae" is obtained from the aerial parts of A. mollis, is used
for its astringent, diuretic and antispazmodic properties as well as for treatment of excessive
menstruation and wounds in Bulgarian and Turkish folk medicine [15]. Previous studies have reported
that hyperoside, isoquercetin, cis-and trans-tiliroside, sinocrassoside D2 and rhodiolgin were detected
in A. mollis [17]. Our study aimed to test the cytotoxic and antioxidant activities of A. mollis and evaluate

the role of its constituents; hyperoside and isoquercetin for the potential activities.
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MATERIAL AND METHOD

Plant Material and Extraction

Aerial parts of A.mollis were collected from Sariyar village, Sivas, Turkey and identified by Hayri
Duman. Voucher specimens are deposited in Cumhuriyet University, Faculty of Science Herbarium
(CUFH 1344). The plant parts were dried at room temperature then powdered. Powdered material was
extracted by macerating with methanol for 24 hours followed by stirring in ultrasonic bath during 1
hour. Methanolic extract was evaporated under vacuum at 40-45°C to obtain crude extract after filtrating
[18].

Cytotoxic Activity

Dried extract of A. mollis, hyperoside and isoquercetin were dissolved in DMSO. K562 cells were
seeded to 24 well plates for incubation with different concentrations of A. mollis extract, hyperoside and
isoquercetin dissolved in DMSO, cells without treatment were also incubated with the same
concentration of DMSO. After 24 hours of incubation, cells were visualized under a light microscope
and cellular morphology was examined. Besides examination of cell morphology, cell viability was
determined with MTT assay. Briefly, cells were incubated with 5 mg/ml MTT solution. After 4 hours
of incubation with MTT agent, formed formazan crystals were dissolved and absorbance at 550 nm was
measured [19].

Antioxidant Activity

To analyse NO* scavenging activity of extracts, a reaction mixture was prepared with SNP (5mM)
in phosphate buffered saline (pH 7.3) with stock solutions (62.5 ug/ml, 125 ug/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml,
1000 ug/ml, 3000 ug/ml) of A. mollis extract, hyperoside and isoquercetin in DMSO. The mixture was
incubated at 25°C for 3 hours and then mixed with equal volume of Griess agent (1% sulphanilamide in
5% phosphoric acid and 0.1% N-naphthylethylenediamine dihydrochloride) before measuring
absorbance at 550 nm [20]. Data obtained from NO scavenging assay were analyzed using Graph Pad
Prism 7.00 software. Analysis of variance (ANOVA) and post-hoc Tukey test were used to compare

means, and values were considered significant at p<0.05.

RESULT AND DISCUSSION

After incubation of K562 cells with extract, cells were visualized under the light microscope and
it was found that the number of viable cells in A. mollis treated group was lower than non-treated group
and there was significant difference in cell morphology (Figure 1). Cell viability and morphology was

not significantly different between non-treated group and hyperoside treated cells.
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Then we checked the antioxidant effects of A. mollis extract and its constituents. We found that
A. mollis extract, isoquercetin and hyperoside inhibited SNP induced NO* production significantly
(p<0.05) at all concentrations (62.5 ug/ml-3000 ug/ml) tested (Figure 3-5). Significant dose dependent
inhibition of nitrite levels was also found between some of the doses tested. Briefly, differences between
cells treated with A. mollis extract were significant except 62.5 ug/ml vs. 125 ug/ml treated, 125 ug/ml
vs. 250 ug/ml treated, 250 ug/ml vs. 500 ug/ml treated, 500 ug/ml vs. 1000 ug/ml treated, 1000 ug/ml
vs. 3000 ug/ml treated groups. For isoquercetin treated gropus, differences between groups were
significant except 62.5 ug/ml vs. 125 ug/ml treated, 125 ug/ml vs. 250 ug/ml treated, 250 ug/ml vs. 500
ug/ml treated, 250 ug/ml vs. 1000 ug/ml treated and 1000 ug/ml vs. 3000 ug/ml treated groups. Finally
for hyperoside, significant differences were found for all groups except 62.5 ug/ml vs. 125 ug/ml treated,
250 ug/ml vs. 500 ug/ml treated, 500 ug/ml vs. 1000 ug/ml treated, 500 ug/ml vs. 3000 ug/ml treated
and 1000 ug/ml vs. 3000 ug/ml treated groups. Results of the MTT assay showed that A. mollis treatment
(=0.02 mg/ml) decreased viability of K562 cells significantly (Figure 2).

A B
Figure 1. A: Cells without treatment, B: Cells treated with A. mollis (0.04 mg/ml)
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Figure 2. Cell viability of K562 cells treated with or without different concentrations of A. mollis

Cell viability decreased significantly (p< 0.05) at concentrations of A. mollis higher than 0.02 mg/ml.
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Figure 3. NO" scavenging activity of A. mollis
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Figure 4. NO* scavenging activity of isoquercetin
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Figure 5. NO" scavenging activity of hyperoside

In a previous study, it was reported that the A. mollis water extract displayed significant cytotoxic
effect between the 62.5-1000 pg/mL concentrations on MCF7 breast cancer cell line. When compared
to deodorized water and methanol extracts. The ICso value of the water, deodorized water and methanol
extracts were determined as 59.34+£3.41 pg/mL, 87.37425.15 pg/mL and 68.18+6.12 ug/mL,
respectively. Phenolic content of the extracts is considered as responsible for cytotoxicity by the reason
of correlation was established between the extracts and the amount of phenolic contents and extract
which contains phenolic compound in high amount exhibited the highest cytotoxic activity. It has been

suggested that phenolic content is effective on the cytotoxic activity with the mechanisms of radical



J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 78-85, 2022 Kogetal. 83

scavenging properties. Phenolics display several different mechanisms against the free radicals such as
scavenging the free radicals to terminate the radical chain reaction, absorbance of reactive oxygen
species (ROS), chelating transition metals, interfering with ROS producing enzymes and stimulating the
anti-oxidative enzyme activities. Furthermore, phenolic compounds may act as anti-proliferative agents
due to their ability to induce cell cycle arrest, apoptosis, destruction of mitotic spindle formation and
inhibit angiogenesis [21].

Phenolic compounds are considered as important secondary metabolites for their
chemopreventive and chemotherapeutic effects in cancer. The antioxidant potential of phenolic
compounds is almost bolded in the treatment and prevention of cancer [22].

Antioxidant capacity of compounds is associated with mechanisms such as scavenging reactive
oxygen species, donating hydrogen atoms or electrons, chelating metal cations, and enhancing the
production of antioxidant enzymes and thus acting at a prevention level [23].

Phenolic compounds which display antioxidant activity are among the most abundant bioactive
phytochemicals found in our diet which act as natural cancer chemopreventive agents. Generally, their
anticancer activities have been attributed to their antioxidant properties, antiproliferative effects, and the
activation and/or inhibition of some subcellular signaling pathways, namely apoptosis and cell cycle
progression [24].

In conclusion, our results exhibit significant cytotoxic effect for A. mollis and significant NO*
scavenging activity for A. mollis and its constituents isoquercetin and hyperoside. Further research may
reveal which constituents of A. mollis are responsible for the inhibition of cell viability of K562 cells.
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TARGETTING THE 3BGQ - PIM1 KINASE INTERACTION WITH A
SERIES OF NOVEL DITHIOCARBAMATE SUBSTITUTED 2-
OXOINDOLE DERIVATIVES - IN SILICO STUDIES

3BGQ - PIM1 KINAZ ETKILESIMINI HEDEF ALAN YENI DITITYOKARBAMAT ILE
SUBSTITUE 2-OKSOINDOL TUREVLERININ IN SILIKO CALISMALARI
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BOPPY? (), Pallavi CHIDURALA? (), Jhansi CHILUKA? (®, Saritha Jyostna TANGEDA?"

!Osmania University, Sarojini Naidu Vanita Pharmacy Maha Vidyalaya, Department of
Pharmacoinformatics, 500007, Hyderabad, India
20smania University, Sarojini Naidu Vanita Pharmacy Maha Vidyalaya, Department of
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ABSTRACT

Obijective: Cancer is the major cause of mortality in most of the developing countries. Enormous
chemotherapeutic agents developed are still need improvements in survival rates and quality of life for cancer
patients. Pro-viral Integration site of Moloney murine leukemia virus (PIM1) is a family of serine/threonine
kinase, regulated by calcium/calmudulin have been identified as a unique molecular target in oncogenesis.
PIML1 has significant role in cell cycle regulation, cell survival, apoptosis, cellular senescence, drug resistance
and it is emerging as a potential biomarker in number of human malignancies. Today many interesting PIM1
inhibitors are developed and few withdrawn from phasel and 2 clinical trials, due to lack of bioavailability and
toxicity. Hence the purpose of the present study is to develop more potent and less toxic compounds.

Material and Method: A series of novel 2-oxindoles with dithiocarbamates were designed as PIM1
inhibitors. All molecules were subjected to Molsoft, Molinspiration, Swiss ADME and pkCSM to predict their
molecular properties which are important for drug candidate. Further, in order to find the binding affinity of
designed molecules with PIM1 kinase protein and to rationalize their anticancer activity, molecular docking
study was performed.

Result and Discussion: Results revealed that all designed compounds fulfilled the criteria for good oral
bioavailability, low toxicity and the potential inhibitory activities. All of them were docked into active site of
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PIM1 kinase with AutoDock Vina software. In conclusion, according to the binding energy values, compound
16 and 24 showed equivalent dock score -9.7 kcal/mol which are comparable with previously reported
compounds AZ1208 and SGI 1776. This finding will help the researchers in the design of a better drug for the
treatment of cancer.

Keywords: AutoDock Vina, dithiocarbamate, PIM1 Kinase, QSAR, 2-oxindole

0z

Amag: Kanser, gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda baslica oliim nedenidir. Gelistirilen muazzam
kemoterapotik ajanlarin, kanser hastalarimin hayatta kalma oranlart ve yasam kaliteleri acisindan hala
iyilestirilmeleri gerekmektedir. Moloney murin losemi virisiiniin (PIM1) pro-viral entegrasyon bélgesi,
kalsiyum/kalmudulin tarafindan diizenlenen bir serin/treonin kinaz ailesidir, onkogenezde benzersiz bir
molekiiler hedef olarak tanimlanmistir. PIM1 hiicre dongiisii diizenlenmesi, hiicre sagkalimi, apoptozu, hiicresel
yaslanmasi ve ilag direncinde onemli bir role sahiptir ve insan malignitelerinin sayisinda potansiyel bir
biyobelirteg olarak ortaya ¢ikmaktadwr. Bugiin bir¢ok ilging PIM1 inhibitorii gelistirildi ve biyoyararlanim ve
toksisite eksikligi nedeniyle birka¢: faz 1 ve 2 klinik ¢alismalardan ¢ekildi. Dolayisiyla bu ¢alismanin amact,
daha gii¢lii ve daha az toksik bilesikler geligtirmektir.

Gereg ve Yontem: Ditiyokarbamat iceren bir seri yeni 2-oksindoller PIM1 inhibitorii olarak tasarland.
Tiim molekiillerin ilag aday icin 6nemli olan molekiiler ézelliklerini tahmin etmek i¢in Molsoft, Molinspiration,
Swiss ADME ve pkCSM programlart kullanildi. Ayrica, tasarlanan bilesiklerin PIM1 kinaz proteini ile
baglanma afinitelerini bulmak ve antikanser aktivitelerini rasyonalize etmek icin, molekiiler yerlestirme
calismasi yapildi.

Sonuc¢ ve Tartisma: Sonucglar, tasarlanan tiim bilesiklerin iyi oral biyoyararlanim, diigiik toksisite ve
potansiyel inhibitor aktiviteler icin kriterleri karsiladigini ortaya koymaktadir. Tiim bilesiklerin PIMI kinazin
aktif bolgesine yerlestirilmesi Auto DockVina yazilimi ile gercgeklestirildi. Sonug olarak, baglanma enerjisi
degerlerine gore, bilesik 16 ve 24 daha once bildirilen AZ1208 ve SGI 1776 bilesikleri ile karsilagtirilabilir
esdeger dock skoru -9.7 Kcal/mol gésterdi. Bu bulgu, arastirmacilara kanser tedavisi igin daha iyi bir ilacin
tasariminda yardimci olacaktur.

Anahtar Kelimeler: AutoDock Vina, ditiyokarbamat, PIM1 Kinaz, QSAR, 2-oksoindol

INTRODUCTION

Pro-viral Integration site of Moloney murine leukemia virus (P1M) are a family of serine/threonine
kinases of calcium/calmodulin-dependent [1]. PIM kinases include three genes-PIM1, PIM2 and PIM3.
They are involved in multiple human cancers including prostate cancer, acute myeloid leukemia, and
other hematopoietic malignancies. PIM 1 kinases are unique and divergent from other kinases with
greater than 60% parity amongst each member [2]. PIM 1 kinase play an important role in multiple
cellular functions which include cell cycle regulation, cell survival, apoptosis, cellular senescence, and
drug resistance [3]. The inhibitors which inhibit or slow the chemical action of PIM 1 kinases include
flavonoids, cinnamic acids, Isoxazoloquinoline-3,4diones, benzoisoxazoles, imidazole (1,2-b)
pyridazines, most of them are in clinical trials [4]. Although these compounds have exhibited good
potency and minimal toxicities in vitro cell lines, their clear toxicity analysis is still being undertaken
by researchers worldwide and there is wide scope to develop new leads. Other side, oxindole has
emerged as a valuable scaffold in medicinal chemistry possessing diverse range of pharmacological
activities [5]. The synthetic oxindole derivatives Sunitinib is marketed anti-cancer agent for

gastrointestinal stromal tumors and metastatic renal cell cancer [6]. Further optimization of the
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substituents around the oxindole nucleus resulted in several oxindole based kinase inhibitors that are in
clinical trials SU11248, SU5416, SU5614, SU6668, SU14813 and SU4984 [7]. In view of the literature,
we designed a novel 2-oxoindole with substitution of dithiocarbamate at 3 and electron releasing or
elctron donating groups at sixth position as shown in fig. 1. Molecular docking can strongly support and
help the design of novel, more potent inhibitors by revealing the mechanism of drug-receptor interaction.

)=

\
2

1
R\N

R =NO2/ CH3

NRIR?Z = Alkyl/Cycloalkyl /Aralkyl

Figure 1. General structure of designed 2-oxoindole derivatives as PIM1 inhibitors.

Table 1. Structures and IUPAC names of the designed oxindole derivatives

Compound | Compound Structure Chemical Name
Code
1. NH (2-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-
© 3-yl)methyl

s diethylcarbamodithioate
)\  "—CHj,
N
s \\

CHgj

2. NH (2-ox0-2,3-dihydro-1H-indol-

3-yl)methyl pyrrolidine-1-
S
as
s
NH

(©)

3

carbodithioate

(2-ox0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methyl piperidine-1-

carbodithioate
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Table 1 (continued). Structures and IUPAC names of the designed oxindole derivatives.

89

4, NH
—Q0

(2-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methyl 4-
methylpiperazine-1-
carbodithioate

(2-ox0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methy!l 4-
(methanesulfonyl)piperazine-

1-carbodithioate

(2-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methyl 1H-pyrrole-1-

carbodithioate

(2-oxo0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methyl 1H-imidazole-1-

carbodithioate

(2-ox0-2,3-dihydro-1H-indol-
3-yl)methyl
benzylcarbamodithioate

(5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
1H-indol-3-yl)methyl

diethylcarbamodithioate
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Table 1 (continued). Structures and IUPAC names of the designed oxindole derivatives

10. CI)_ (5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
04N+ NH 1H-indol-3-yl)methyl
pyrrolidine-1-carbodithioate

s
7~
s
11. ?_ (5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
NS NH 1H-indol-3-yl)methyl
o)
\©i<20 piperidine-1-carbodithioate
S
)
7
12. ?— (5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
O;NJ' NH 1H-indol-3-yl)methyl 4-
—O0 methylpiperazine-1-
carbodithioate

13. 0 (5-nitro-2-oxo0-2,3-dihydro-
I

O¢N+ NH 1H-indol-3-yl)methyl 4-
0 (methanesulfonyl)piperazine-
1-carbodithioate
S

14. o (5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
,L* 1H-indol-3-yl)methyl 1H-
—0 pyrrole-1-carbodithioate
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Table 1 (continued). Structures and IUPAC names of the designed oxindole derivatives

16. cl)_

15. o (5-nitro-2-ox0-2,3-dihydro-
1 1H-indol-3-yl)methyl 1H-
z NH - -
o o imidazole-1-carbodithioate
S
)\NAN
7 =

(5-nitro-2-o0xo0-2,3-dihydro-

1H-indol-3-yl)methyl
benzylcarbamodithioate

(5-methyl-2-0x0-2,3-

17. H3C NH
\©i<:o dihydro-1H-indol-3-
s yl)methyl
< N\/\\ “Ms | diethylcarbamodithioate
CHg
18. H3C NH (5-methyl-2-0x0-2,3-
—0

dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl pyrrolidine-1-

carbodithioate

(5-methyl-2-ox0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl piperidine-1-

carbodithioate

91
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Table 1 (continued). Structures and IUPAC names of the designed oxindole derivatives

20.

H3C
—O0

S

P

\\/N\CH

(5-methyl-2-ox0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl 4-
methylpiperazine-1-
carbodithioate

21.

H3C
>\\— O

(5-methyl-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl 4-
(methanesulfonyl)piperazine-

1-carbodithioate

22.

(5-methyl-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl 1H-pyrrole-1-

carbodithioate

23.

w

(5-methyl-2-0x0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl 1H-imidazole-1-
carbodithioate

24.

H3C
C[to

(5-methyl-2-ox0-2,3-
dihydro-1H-indol-3-
yl)methyl
benzylcarbamodithioate
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MATERIAL AND METHOD

Molecular Descriptors, Bioactivity Prediction and ADMET Properties

In the drug discovery process, computational (in silico) enables optimization of lead molecules
by comparing absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADMET) properties and
screening of molecules [8]. Data sets of 24 molecules have been chosen for this study. The softwares
used are SwissADME (Free, CC-BY 4.0 Creative Commons 4.0 International License, Swiss Institute
of Bioinformatics, Switzerland), Molsoft (Free, Molsoft LLC, US), Molinspiration Cheminformatics
free web services (Slovensky Grob, Slovakia), pkCSM (Free, Bio 21 Institute
University of Melbourne, 30 Flemington Rd Parkville, Melbourne, Australia). The molecules were
subjected to Swiss ADME; a free web tool to evaluate pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal
chemistry friendliness of small molecules. This server is useful in the prediction of properties like
number of hydrogen bond donor, number of hydrogen bond acceptor, molar refractivity, total polar
surface area (TPSA), Lipinski violation [9]. Molsoft; a leading provider of tools, databases and
consulting services in the area of structure prediction, structural proteomics, bioinformatics,
cheminformatics, molecular visualization and animation and rational drug design. From this server, lop
P (o/w) values are predicted [10]. Molinspiration; offers broad range of cheminformatics software
tools supporting molecule manipulation and processing, including SMILES and SD file conversion,
normalization of molecules, generation of tautomer’s, molecule fragmentation, calculation of various
molecular properties needed in QSAR, molecular modelling and drug design, high quality molecule
depiction. This software is used to predict GPCR ligand, ion channel modulator, kinase inhibitor, nuclear
receptor ligand, protease inhibitor, enzyme inhibitor [11]. pkCSM (Free, Bio 21 Institute
University of Melbourne, 30 Flemington Rd Parkville, Melbourne, Australia); a novel method for
predicting and optimizing small molecule pharmacokinetic and toxicity properties which relies on
distance-based graph signatures. It predicts their pharmacokinetic (absorption, distribution, metabolism,
excretion) and toxicity (ADMET) properties. It helps in the prediction of human intestinal absorption
(HIA%), in vitro skin permeability, in vitro VDss (human), in vitro blood brain barrier permeability and
toxicity [12].

Molecular Docking Studies

The molecular modelling-based approach was adopted to understand the structure of the PIM1
protein along with binding efficiency of various ligand molecules considered for this study. The three-
dimensional (3D) structure of PIM1 kinase (PDB ID: 3BGQ) was downloaded from Brook heaven
Protein Data Bank and saved as a Brookhaven protein data bank file [16]. The 2D structures of ligands
were generated from the ACD/Chemsketch Software. The generated ligands cleaned and performed 3D

optimization then saved in the MDL Molfile format. The ligands were then converted to a PDB file


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.sib.swiss/
https://www.sib.swiss/

94  Sunkara etal. J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 86-102, 2022

format using the Open Babel chemistry toolbox. AutoDock Vina [18] (Academic version.1.2.0,
Molecular Graphics Lab (now CCSB) at The Scripps Research Institute) was used for molecular
docking studies. A grid was generated around the co-crystallized ligand. The co-ordinates (x = -8.298,
y =40.748, z = 0.228) were generated with the help of MGL Tools and Pharmit: interactive exploration
of chemical space [17]. Prepared pdbqt files for both target and ligands. Created in house batch file of
ligands and target and docking performed in the absence of water molecules for all 26 molecules (24 +
2 standard molecules) [19]. The molecules were analyzsed after docking and visualized in the discovery

studio for the interactions with the active site amino acids [13].

RESULT AND DISCUSSION

Molecular Properties

The molecular properties of the designed compounds 1-24 were predicted shown in Table 2. It is
observed that all the compounds have significant HIA capacity as the value ranges from 78.59 to 93.80.
And compounds are less permeable to Caco-2 cells with the range of values between 0.69-1.54 cm/sec.
The in vivo blood brain barrier penetration values are ranged from -0.773 to 0.386 confirming them as
CNS inactive compounds. The toxicity evaluation revealed that all the compounds are non-toxic in terms
of mutagenicity, tumorigenicity, irritancy, hepatotoxicity and reproductive toxicity. Additionally, we
have compared the above properties of designed compounds with reported PIM 1 Kinase inhibitors, SGI
1776 and AZ 1208. This over all evaluation has proved that the compounds are safer to the normal cells
and suitable anti-tumor agents.

The bioactivity parameters of compounds 1-24 (Table 3) like G Protein-coupled Receptor
(GPCR) Ligand property, ion channel modulator, kinase inhibitor, nuclear receptor ligand interactions,
protease inhibitor and enzyme inhibitor were predicted for the designed compounds and compared with
the values of SGI 1776 and AZ 1208. The results support them as safer compounds with good binding
capacities and cell growth inhibitors.

The predicted Lipinski properties of 1-24 (Table 4) with valid scorings bolster and their safer drug
behaviour. An orally available drug is elected to be in agreement with Lipinski’s rule if the molecular
weight is less than 500 Daltons, the number of hydrogen bond donors is less than 5, the number of
hydrogen bond acceptors is less than 10, the partition co-efficient (log P) value is less than 5 and the
molecular refractivity is within the range. The results exhibit that compounds stratify to Lipinski’s, so
they should theoretically manifest good oral absorption. The total polar surface area was calculated and
is observed that the value is less than 140 for most of the compounds. This acceptability with respect to
Lipinski rule proves them as safe administrable drugs and establishes their pharmacological activity [14
and 15].


https://github.com/ccsb-scripps/AutoDock-Vina
https://ccsb.scripps.edu/
http://nar.oxfordjournals.org/content/early/2016/04/19/nar.gkw287.long
http://nar.oxfordjournals.org/content/early/2016/04/19/nar.gkw287.long
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Table 2. Predicted molecular properties of the designed oxindole derivatives

95

Compd Human In Vitro Caco-2 In Vitro skin In vitro In vitro blood- | Toxicity
code intestinal Cell Permeability | Permeability VDss brain barrier
absorption (log Papp in 10- (log Kp)® (human) permeability
(HIA, %)? 6cm/s)P (log L/kg)* | (log BB)®
1. 90.692 1.376 -3.184 0.254 0.225 Non toxic
2. 90.527 1.545 -2.67 0.354 0.269 Non toxic
3. 90.138 1.548 -2.688 0.384 0.282 Non toxic
4, 91.836 1.364 -3.376 0.762 0.203 Non toxic
5. 86.373 0.691 -3.049 -0.136 -0.616 Non toxic
6. 91.997 1.74 -2.607 0.066 0.356 Non toxic
7. 93.366 0.91 -2.735 -0.027 0.386 Non toxic
8. 92.187 1.49 -3.098 0.477 0.222 Non toxic
9. 88.313 0.881 -2.801 0.135 -0.328 Non-toxic
10. 90.393 0.853 -2.799 0.209 -0.168 Non-toxic
11. 90.005 0.854 -2.799 0.237 -0.146 Non-toxic
12. 89.457 0.901 -2.839 0.644 -0.688 Non-toxic
13. 78.59 1.014 -2.799 -0.141 -0.773 Non-toxic
14, 89.984 0.88 -2.769 -0.026 -0.465 Non-toxic
15. 89.554 0.897 -2.735 0.596 -0.919 Non-toxic
16. 88.446 0.9 -2.766 0.126 -0.358 Non-toxic
17. 90.531 1.216 -3.178 0.288 0.189 Non-toxic
18. 91.797 1.238 -2.983 0.493 0.259 Non-toxic
19. 91.408 1.241 -2.978 0.526 0.272 Non-toxic
20. 91.674 1.204 -3.366 0.784 0.168 Non-toxic
21. 93.802 0.58 -3.62 -0.035 -0.734 Non-toxic
22. 93.183 1.393 -2.628 0.173 0.334 Non-toxic
23. 92.636 1.267 -2.749 0.383 0.075 Non-toxic
24, 89.356 1.436 -2.928 0.303 0.28 Non-toxic
SGI 1776 | 96.08 24.30 -2.735 0.662 1.18 Mutagenicity
AZ 1208 96.02 311 -2.699 1.168 0.82 Mutagenicity

a. Human intestinal absorption is the sum of bioavailability and absorption values evaluated from the ratio of cumulative
excretion in urine, bile and feces; b. Caco-2 cells are derived from human colon adenocarcinoma and posses multiple drug
transport pathways through the intestinal epithelium; c. skin permeability is a significant consideration for many consumer
product efficacy, and of interest for the development of transdermal drug delivery; d. the steady state volume of distribution
(vdss) is the theoretical volume that the total dose of a drug would need to be uniformly distributed to give the same
concentration as in blood plasma;e. the ability of a drug to cross into the brain is an important parameter to consider to help
reduce side effects and toxicities or to improve the efficiency of drugs whose pharmacological activity is within the brain.

Collectively and based on the estimated ligand efficiency, drug likeliness and pharmacokinetic

predictors, the designed compounds considered as a pharmacologically active, which can be considered

on progressing further potential hits.
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Table 3. In silico predicted bioactivity properties of the designed oxindole derivatives

Compound GPCR lon Kinase Nuclear Protease Enzyme
code ligand channel inhibitor receptor inhibitor inhibitor
modulator ligand
1. -0.42 -0.86 -0.87 -0.92 -0.94 -0.28
2. -0.34 -0.76 -0.79 -0.83 -0.78 -0.33
3. -0.28 -0.75 -0.75 -0.78 -0.75 -0.19
4, -0.24 -0.70 -0.59 -0.77 -0.71 -0.20
5. -0.20 -0.87 -0.61 -0.69 -0.39 -0.21
6. -0.21 -0.25 -0.19 -0.26 -0.52 0.00
7. -0.15 -0.19 -0.06 -0.41 -0.45 0.21
8. -0.23 -0.56 -0.48 -0.51 -0.47 -0.14
9. -0.45 -0.81 -0.82 -0.78 -0.86 -0.36
10. -0.38 -0.72 -0.75 -0.71 -0.72 -0.40
11. -0.35 -0.71 -0.74 -0.70 -0.71 -0.29
12. -0.33 -0.67 -0.63 -0.72 -0.70 -0.30
13. -0.33 -0.82 -0.68 -0.70 -0.47 -0.29
14. -0.27 -0.28 -0.24 -0.23 -0.50 -0.12
15. -0.22 -0.23 -0.12 -0.36 -0.43 0.06
16. -0.34 -0.55 -0.56 -0.53 -0.51 -0.25
17. -0.40 -0.91 -0.83 -0.84 -0.91 -0.32
18. -0.32 -0.82 -0.76 -0.76 -0.76 -0.38
19. -0.28 -0.81 -0.73 -0.72 -0.73 -0.25
20. -0.24 -0.75 -0.58 -0.72 -0.70 -0.26
21 -0.23 -0.91 -0.63 -0.67 -0.41 -0.26
22. -0.21 -0.33 -0.19 -0.22 -0.51 -0.06
23. -0.15 -0.28 -0.06 -0.36 -0.44 0.14
24. -0.24 -0.62 0.49 -0.49 0.48 -0.20
SGI 1776 -0.2 -0.27 -0.13 -0.2 -0.19 -0.21
AZ 1208 -1.26 -1.22 -0.75 -1.01 -1.33 -0.46

Abbreviations: GPCRL: G protein-coupled receptor Ligand; ICM: lon channel modulator; KI: Kinase inhibitor; NRL: Nuclear
receptor ligand; PI: Protease inhibitor; EI: Enzyme inhibitor. For organic compounds, If the bioactivity score is (>0), then it is
active, if (-5.0-0.0) then moderately active, if (<-5.0) then inactive.

Table 4. In silico predicted lipinski’s properties of the designed oxindole derivatives

Compound M.W. H.B. Don. | H.B. Log P | MR TPSA Lip. Vio.

code g/mol Acc. (o/w) cm®/mol A2
1. 294.44 1 1 2.87 88.85 89.73 0
2. 292.42 1 1 2.78 90.66 89.73 0
3. 306.45 1 1 3.06 95.46 89.73 0
4. 321.46 1 2 1.87 102.27 92.97 0
5. 385.52 1 4 1.43 111.24 135.49 0
6. 288.39 1 1 2.99 85.50 91.42 0
7. 289.38 1 2 1.61 83.30 104.31 0
8. 328.45 2 1 2.65 98.83 98.52 0
9. 339.43 1 3 1.88 97.68 135.55 0
10. 337.42 1 3 1.79 99.48 135.55 0
11 351.44 1 3 2.08 104.28 135.55 0
12. 366.46 1 4 0.88 111.10 138.79 0
13. 429.53 1 5 0.44 118.06 178.07 0
14. 333.39 1 3 2.00 94.33 137.24 0
15. 334.37 1 4 0.63 92.12 150.13 0
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Table 4 (continued). In silico predicted lipinski’s properties of the designed oxindole derivatives

16. 373.45 2 3 2.63 107.65 144.34 0
17. 308.46 1 1 3.32 93.82 89.73 0
18. 306.45 1 1 3.23 95.62 89.73 0
19. 320.47 1 1 3.52 100.43 89.73 0
20. 335.49 1 2 2.32 107.24 92.97 0
21. 399.55 1 4 1.88 116.20 135.49 0
22. 302.41 1 1 3.44 90.47 91.42 0
23. 303.40 1 2 2.07 88.26 104.31 0
24. 342.48 2 1 3.10 103.79 98.52 0
SGI 1776 405.42 1 7 4.27 107.95 54.68 0
AZ 1208 221.28 1 2 2.42 65.26 71.47 0

Molecular Docking

The designed compounds were docked against the human PIM1 (PDB ID: 3BGQ) to predict their
binding mode. The compounds were found to have binding energies in the range of -7.20 to -9.70
kcal/mol were illustrated in Table 5. They formed 1-3 hydrogen bonds with LEU 44, LYS 67, GLU 121
and ASP 186 amino acids in the active site. In addition, different hydrophobic interactions were also
observed including pi-sigma, pi-pi staked, pi-alkyl, and alkyl types with LEU 174, ILE 185, LEU 120,
ALA 65, ARG 122 and PHE 49 are shown in Figure 2. Among the series, compound 16 and compound
24 are showed equivalent dock score values (-9.7 kcal/mol) which are comparable to reference
compounds AZD1208 and SGI11776. Overall results demonstrating, dithiocarbamate with aromatic ring
as a side chain at third position and electron with drawing (nitro) or electron releasing (methyl) on

oxindole ring important for PIM1 Kinase inhibition activity.

Table 5. Binding energies and interactions between human PIM1 (PDB ID: 3BGQ) and designed

oxindole derivatives

Hydrogen Dock score
Ligand | bond Hydrophobic Interaction values
Interactions (kcal/mol)
1. NIL ILE:104, ALA:65 -7.2
GLU'121 LEU:120, ILE:104, PHE:49, ILE:185, ALA:65, ILE:104, LEU-
2. GLU'l?ly 120, PHE:49, ILE:185, ARG:122, LEU:174, ASP:128, -8.1
T GLU:171, ASN:172, VAL:52, ASP:186, LYS:67
3. GLU:121 No Interactions -8.4
GLU'121 LYS:67, ILE:104, LEU:120, ILE:185, PHE:49, ILE:104,
" GLU:171’ LYS:67, LEU:120, ILE:185, ASP:128, LEU:4 4, PRO:123, 79
ASN'172’ LEU:174, VAL:52, ARG:122, ALA:65, PHE:49, ASN:172,
' ASP:186, GLU: 89
5. 2::81% No Interactions -8.1
6. GLU:171 VAL:52, ILE:104, LEU:120, ALA:65, ILE:185 -7.8




98 Sunkara etal.

J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 86-102, 2022

Table 5 (continued). Binding energies and interactions between human PIM1 (PDB ID: 3BGQ) and

designed oxindole derivatives

7.

LYS:67,
ASP18

LEU:120, ILE:104, VAL:52, LEU:174, ALA:65, ILE:185

8.

GLU:121

ILE:104, LEU:120, ALA:65, ILE:185

GLU:121,
LYS:67,
ASP:186

ALA:65, LEU:120, ILE:185, PHE:49, VAL:52, ILE:104

10.

GLU:121,
LYS:67,
ASP:186

ILE:185, VAL:52, LEU:120, ALA:65, PHE:49, ILE:104

11.

ASP:186,
LYS:67

ALA:65, ILE:185, VAL:52, PHE:49, LEU:120, ILE:104

12.

GLU:121,
LYS:67
ASN:172,
ASP:186

ILE:104, ILE:185, PHE:49, ALA:65, LEU:120, VAL:52

-8.7

13.

ASP:186,
GLU:121,
LYS:67

LEU:120, ILE:185, ILE:104, ALA:65, VAL:52

-8.7

14,

GLU:121,
LYS:67,
ASP:186

LEU:120, ILE:104, ALA:65, VAL:52, ILE:185

-8.4

15.

GLU:121,
ASP:186,
LYS:67

ILE:104, LEU:120, ILE:185, ALA:65, VAL:52

-7.9

16.

GLU:121,
LYS:67,
ASP:18,
GLU:121.

ILE:185, ALA:65, VAL:52, ILE:104, LEU:120

-9.7

17.

GLU:121

VAL:52, ILE:104, LEU:120, ALA:65 PHE:49, ILE:185

-7.6

18.

GLU:121,
GLU:171

PHE:49, ILE:104, VAL:52, ALA:65, LEU:120, ILE:185

-8.6

19.

GLU:121

PHE:49, ILE:104, ILE:185, VAL:52, ALA:65, LEU:120

20.

ASP:186,
GLU:121,
GLU:171,
ASN:172,

ILE:104, ILE:185, PHE:49, LEU:120, ALA:65, VAL:52

-8.6

21.

GLU:121,
GLU:171

ILE:104, ILE:185, LEU:120, VAL:52, ALA:65

-8.7

22.

GLU:121,
GLU:171

VAL:52, ALA:65, ILE:104, LEU:120, ILE:185

-8.6

23.

GLU:121,
GLU:171

ILE:104, ALA:65, LEU:120, ILE:185

-8.2

24.

GLU:121

ALA:65, LEU:120, ILE:104, VAL:52, ILE:185

-9.7

SGI-
1776

LYS:67,

GLU:121,
ASP:128,
GLU:171

ILE:185, ILE:104, LEU:120, ALA:65, VAL:52, PHE:49,

LEU:44, ARG:122, LEU:174, ILE:185, LEU:120.

-10.1

AZD-
1208

LEU:44

VAL:52, ALA:65, ARG:122, LEU:174, VAL:126, LEU:44,

LEU:174, LEU:120, ILE:185, LYS:67

-9.7
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Figure 2. The 3D and 2D docking mode of ligands (A) AZD1208 (B) SGI1776 (C) Compound 16
(D) Compound 24, into PIM1 Kinase (pdb code: 3BGQ) showing hydrogen bonds (=), hydrophobic

interactions (== =—— —)

PIM (Pro-viral integration site in Moloney murine leukemia virus) kinases are a family of
serine/threonine protein kinases that are identified as unique molecular targets in oncogenesis and highly

expressed in numerous human cancers. In connection with literature, a new series of 2-oxindole based
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dithiocarbamate derivatives was designed and performed in silico experiments. The drug-likeliness
assessment analysed with Molinspiration, Molsoft, Swiss ADME and pkCSM softwares, which
elucidated their full compliance with Lipinski’s rule, physicochemical properties and pharmacokinetic
parameters. Further molecular docking study showed good binding energy for all the compounds with
the human target protein PIM1 (3BGQ). Overall, the ligands 16 and 24 exhibited the equivalent binding
energies of -9.7 kcal/mol when compared to known reference compound AZD1208 (-9.7 kcal/mol).
These results suggested that this study will help in designing of novel derivatives of dithiocarbamate

substituted 2-oxindole in discovery of new chemical entities for anticancer therapy.
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ABSTRACT

Obijective: In this study, the presence of Ureaplasma urealyticum (U.urealyticum) in vaginal and urine
samples taken from sexually active women was investigated and antibiotic susceptibilities were determined with
culturing bacteria and using kits.

Material and Method: The vaginal and urine samples taken from 110 women who applied to Baskent
University Ankara Gynecology and Obstetrics Clinic were included in this study. U. urealyticum was
investigated by the culture method with using two different test kits [Mycoplasma IES (IES-Autobio, China) and
Mycoplasma IST2 (IST2) Biomereux, France] and Mycoplasma Agar. Antibiotic susceptibilities of isolates were
also determined.

Result and Discussion: We compared the results of (IES) and (IST2) used for U. urealyticum detection in
220 clinical samples. U. urealyticum was found to be positive in 82 (74,5%) by classical culture method. U.
urealyticum was detected at a rate of 46.8% with the IST 2 and 53.6% with the IES. As a result of the comparison
of culture method and commercial kits,it was determined that the IES kit provides a fast and accurate
identification in the detection of U.urealyticum,a fast and reliable result in the detection of antibiotic
resistance.A significant difference was found in the detection rate of U. urealyticum of the IES compared to the
other commercial kit.It was observed that the detection rate of U. urealyticum with the kit from vaginal were
significantly higher than urine samples.
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0z

Amag: Bu ¢alismada, cinsel yonden aktif kadinlardan alinan vajinal ve idrar érneklerinde Ureaplasma
urealyticum (U.urealyticum) varligi, kiiltiir ve kitlerle arastirilmus, ticari kitler kullanilarak da antibiyotik
duyarliliklar: belirlenmistir.

Gerec ve Yontem: Bagskent Universitesi Ankara Kadin Hastaliklart ve Dogum Klinigi'ne basvuran 110
kadindan alinan vajinal ve idrar érnekleri ile calisma gerceklestirilmistir. U. urealyticum 'un Mycoplasma IES
(IES-Autobio, China) ve Mycoplasma IST2 (1IST2- Biomereux, Fransa) olarak bilinen iki farkli test kiti ile tespiti
yapilmig ve antibiyotik duyarliliklar: belirlenmistir. Ayrica Mycoplasma Agar kullanilarak kiiltiir yontemiyle de
varligi arastirilmigtir.

Sonug ve Tartisma: U. urealyticum tespiti i¢in 220 klinik 6rnek kullanilmigtir. IES ve IST2 ticari kitleri
kullanilarak yapilan tespit sonuglart ile Mycoplasma Agar besiyeri kullanilarak klasik kiiltiir yontemi ile
yapilan ¢calisma sonuglart karsiagtirilmistir. Buna gore; kiiltiir yontemiyle 82 (%74,5) hastada U. urealyticum
pozitif bulunmus olup, U.urealyticum, IST 2 ile %46,8, IES ile (%53,6) oraminda tespit edilmistir. Kiiltiir
yontemi ile ticari kitlerin karsilastirilmast sonucunda, IES kitinin U. urealyticum tespitinde ve antibiyotik
duyarliliklarinin saptanmasinda hizli ve dogru bir tamimlama sagladigr sonucuna varilmistir. 1ES kitinin U.
urealyticum tespit oraninda diger ticari kite gore anlamli derecede iyi tespit yaptigi ortaya konmus olup, vajinal
orneklerden U. urealyticum tespit oramimin, idrar érneklerinden anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiigtiir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarliligi, kiiltiir, ticari kit, U. urealyticum

INTRODUCTION

Mycoplasma is a bacteria without a cell wall and has the smallest cells among prokaryotes and
self-copying. They can be cultured in vitro in a medium having both RNA and DNA and live as both
parasites and saprotrophs. [1]. Ureaplasma urealyticum (U. urealyticum) is potentially pathogenic
bacterial species that usually associated with urogenital and respiratory system diseases, sexually
transmittedand have no peptidoglycan cell wall. Hence, they are found to be responsible of infertility,
prematurity, recurrent abortus and newborn respiratory distress. In some studies, U. urealyticum has
been shown as one of the factors of infertility seen in men [2]. Laboratory diagnosis of them is relatively
complicated since they are very sensitive microorganisms and they require special transport and culture
media. Since the infections caused by these microorganisms exhibit importance, proper isolation and
identification of these bacteria are required to make proper and reliable [3,4].

The aim of this study was to determine the rate of U. urealyticum from vaginal and urinary
samples obtained from 110 sexually active women from Bagskent University Ankara Hospital Obstetrics
and Gynecology Clinic. Also to compare the results and detection ability of different clinical methods
including culture method with Mycoplasma agar media, commercially available kit methods
Mycoplasma IST 2 and Mycoplasma IES.

MATERIAL AND METHOD

Study Design and Sample Collection
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We used two commercially available diagnostic kits; Mycoplasma IES (IES) and Mycoplasma
IST-2 (IST-2). U. urealyticum ATCC 27618 strain was used as control.

A total of 220 clinical samples consist of 110 urine and 110 vaginal were included in the study.
These samples were collected from 110 sexually active women in Obstetrics and Gynecology Clinic,
Bagkent University Ankara Hospital, Ankara, Turkey. All samples were analyzed by the classical culture
method and two commercial diagnostic kits method. The vaginal samples were collected with steril
cotton swaps and urinary samples with steril container. Then samples were transffered to suitable diluent
vial (supplied with the diagnostic Kits) that contains selective agents to inhibit the growth of other
microbes present in the sample and transported in a suitable medium that containing urea/ arginine
diluent supplied with the Mycoplasma IST-2 and Mycoplasma IES diagnostic kits, stored either at 4 °C
for culture. For the detection of U. urealyticum in the samples, in-vitro culture, and diagnostic kit
methods were used. If the presence of U. ueralyticum detected by the culture method, it was confirmed
by the two commercial Kits. Included in the kit content, the sensitivity of the samples to various
antibiotics was also determined.The susceptibility strip contained 11 antibiotics (Pristinamycin (PRI),
Minocycline (MIN), Roxythromycin (ROX), Clindamycin (CLI), tetracycline (TET), josamycin (JOS),
Ofloxacin (OFL), ciprofloxacin (CIP), clarithromycin (CLA), erythromycin (ERY) and Levofloxacin
(LEV)) in IES kit and 9 antibiotics in IST-2 kit (Pristinamycin (PRI), doxycycline (DOT), tetracycline
(TET), josamycin (JOS), Ofloxacin (OFL), ciprofloxacin (CIP), clarithromycin (CLA), erythromycin
(ERY) and azithromycin (AZl)).

Culture Methods

Mycoplasma Agar Medium (MAM) (CM0401, Oxoid) is a basic medium that can be used for the
isolation and cultivation of mycoplasmas from clinical specimens after enrichment with a supplement.
MAM was used for the detection of U. urealyticum by classical culture method. In 1 L of distilled water
35.5 g agar were dissolved and distribute in 80 mL volumes. Sterilized by autoclaving at 121 °C for 15
min. Cool to 50 °C and one vial of Mycoplasma Supplement-G SR0059 (Oxoid) reconstituted were
added to sterilized medium as directed. Mycoplasma species are grown at pH 7.4-8.0, but U.urealyticum
(T-strains)* prefer pH 6.0-6.5 for growing in Mycoplasma Agar [5]. Mycoplasma spp. colonies were
expected to appear by tissue culture microscopy as typical fried egg [6,7].

Kits Methods (IES and IST-2)

Vaginal and urine samples, collected by the suitable technical, were inoculated to the two different
commercial kits: IES and IST-2.

The kits were used for the identification, detection, enumeration, and antimicrobial susceptibility
testing of U. urealyticum in the samples following to the manufacturer's instructions. The kit reagents
were mixed with the samples and incubated at 36—38 °C for 2448 h. At the end of the incubation period,

the color change of the medium from yellow to deep pink was considered positive for U. urealyticum.
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The IST-2 kit contains R1 (transport medium) and R2 (selective growth medium) tubes. All
samples were collected with sterile swab. Swabs were taken into the liquid transport medium R1 and
delivered to the clinical laboratory within 4 h of collection for the identification of U. urealyticum. R1
swabs were transferred to the R2 medium after vortexed for 10 sec. Than the R2 medium was then
dispensed into wells to detect the presence of mycoplasmas and the wells were overlaid with mineral oil
to prevent drying. The kits were incubated at 37 °C for 48 h and observed for any color change at 24 h
and 48 h. The color alteration from yellow to orangered in the culture medium is related to an increase
in pH and remarks growth of mycoplasmas. The determination of orange to red color of the antimicrobial
susceptibility well shows the resistance of mycoplasmas to an antimicrobial agent. From the R2 positive
tube, 0.1 mL was also inoculated onto Mycoplasma agar medium with Supplement G (Oxoid). Three
hundred pL of the inoculation suspension was transffered into the medium. Then, the suspension (100
pL) was inoculated into the wells of the strip. Each strip well was covered by mineral oil. The incubation
period was applied at 37 °C for 24 h. The appearance of red color indicated positive reaction and
microbial growth.

In addition, all samples were inoculated on blood agar. To determine that the Proteus spp. for
differentiate from U. urealyticum and to reveal the status of interference with Proteus spp colonies

cultured on blood agar. All positive samples were confirmed as U. urealyticum.

Statistical Analysis

The suitable sample size was determined on the basis of the kappa statistics for power of test
0.80. Descriptive statistics were presented as frequency and percentages for categorical variables
(Table 2).

For the determination the effect of independent variables on the U. urealyticum asset that a
generalized estimating equation (GEE) was used. Positive predictive value, negative predictive value,
sensitivity, and specificity values were calculated for IES, IST-2 by agar culture data. In addition, for
the samples (164 positive), the relationship between the results of the vaginal and urinary samples
obtained with the IES and IST-2 kits was analyzed by chi-square test. Significance level () of the
tests was accepted to be p < 0.05. The SPSS software, version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA),
and R 3.4.2 [https://www.r-project.org/] were used for statistical analyses.

RESULT AND DISCUSSION

A total of 110 sexually active women (urine and vaginal, a total of 220 samples) were included
in this study and U. urealyticum was detected positive with Mycoplasma agar plates in 82 (74,5%)
patients. One hundred and three positive results was detected in 220 samples (46,8%) as U. urealyticum
by Mycoplasma IST 2 kit and 118 positives in 220 samples (53,6%) by Mycoplasma IES kit. The
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antibiotic resistance rates of isolates were evaluated by using the Mycoplasma IES assay as 3% for
levofloxacin, 19% for erythromycin, 20% for tetracycline, and 6% for ciprofloxacin. With the
Mycoplasma IST 2 assay resistance rates were 17% to tetracycline, 9% to ciprofloxacin, 11% to
erythromycin. All isolates were found susceptible to pristinamycin, josamycin, and doxycycline.

The Mycoplasma IES kit was found to be accomplished compared to other commercial culture-
based assays for a rapid and accurate identification of U. urealyticum and detection of resistance. Also,
the detection rates of U. urealyticum was found higherin vaginal specimens than urine samples (Table
1).

Table 1. Distribution of positive specimens by origin and kit types

Sample Type IES IST-2 Culture
positive negative positive negative positive negative
Vaginal (110) 67(61%) 15 (14%) 58(53%) 24 (22%) 82(74%) 0
Urine (110) 51(46%) 31(28%) 45(41%) 37 (34%) 82(74%) 0
Total (220) 118(54%) 46 (21%) 103(47%) 61 (28%) 164(74%) 0

Diagnostic test evaluation results according to sample types are shown in Table 2. When the
results are evaluated; For IST 2 and IES methods, vaginal sample sensitivity, NPV and accuracy values

are higher than urine sample values.

Table 2. Diagnostic test evaluation IST-2, IES and agar culture by sample type

Statistic IST 2 IES Agar Culture
Sensitivity (VS) 88.89% 97.22% 100.00%
Sensitivity (US) 55.56% 63.89% 100.00%
Specificity (VS) 100.00 % 100.00 % 100.00%
Specificity (US) 100.00 % 100.00 % 100.00%
Positive Predictive Value (PPV) (VS) 100.00 % 100.00 % 100.00%
Positive Predictive Value (PPV) (US) 100.00 % 100.00 % 100.00%
Negative Predictive Value (NPV) (VS) 94.87% 98.67 % 100.00%
Negative Predictive Value (NPV) (US) 82.22 % 85.06 % 100.00%
Accuracy (VS) 96.36% 99.09% 100.00%
Accuracy (US) 85.45% 88.18% 100.00%

*VS: Vaginal Sample *US: Urine Sample

Diagnostic test evaluation results according to kit types were shown in Table 3. The results were
evaluated IES of sensitivity, NPV and accuracy values 80.56%, 91.36%, 93.64% respectively. IST 2 of
sensitivity, NPV and values 72.22%, 88.10%, 90.91% respectively. IES method has higher sensitivity
and accuracy value than IST 2 method. The concordance of IST 2 and IES methods with agar culture
method was examined with kappa coefficient. The kappa coefficients were found to be statistically
significant and high fit, respectively (0.778, p<0.001; 0.848, p<0.001).
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Antibiotic Susceptibility of the U. urealyticum Isolates with IST-2 Kit

Samples were also evaluated with IST-2 kit for antibiotic susceptibilities. The greatest sensitivity
among all strains was 100% against pristinamycin (PRI), josamycin (JOS), and doxycycline (DOT). The
resistance rates were; 11% to erythromycin (ERY), 83% to tetracycline (TET), and the highest resistance
was found to ciprofloxacin (CIP) 91% (Table 4). Minimal inhibition concentrations (MICs)s were
performed according to CLSI guidelines (tests repeated two times). MICs were interpreted according to
the IST 2 kit criteria (see the legend to Table 4) [3,8].

Table 3: Diagnostic test evaluation, IST- 2, IES and Agar Culture

Statistic IST2 IES Agar Culture

Sensitivity 72.22% 80.56% 100.00%
95%ClI for Sensitivity 60.41% to 82.14% 69.53% to 88.94% 95.01%-100.00%
Specificity 100.00 % 100.00 % 100.00%
95%ClI for Specificity 97.54% to 100.00% 97.54% to 100.00 97.54%-100.00%
Positive Predictive Value (PPV) 100.00 % 100.00 % 100.00%
Negative Predictive Value (NPV) 88.10 % 91.36 % 100.00%
95%CI for NPV 83.60% to 91.48% 86.85% to 94.42% 100.00%
Accuracy 90.91% 93.64%

95%CI for Accuracy 86.31% t0 94.36% 89.55% t0 96.48% 98.34%-100.00%

Table 4. Antimicrobial susceptibilities of the U. urealyticum isolates with IST-2 kit and MIC values
(ng/mL)

U. urealyticum (n*=82) MIC (ug/mL)

S R S R
Doxycycline (DOT) 82(100.0) 0(0) <4 >8
Josamycin (JOS) 82(100.0) 0(0) <2 >8
Ofloxacin (OFL 60(72.5) 22(27,5) <] >4
Erythromycin (ERY) 73(88.9) 9(11.1) <] >4
Tetracycline (TET) 68(83.0) 14(17.0) <4 >8
Ciprofloxacin (CIP) 75(91.0) 7(0.9) <I >2
Azithromycin (AZI) 63(76.5) 19(15.6) <0.12 >4
Clarithromycin (CLA) 69(84.3) 13(10.7) <I >4
Pristinamycin (PRI) 82(100.0) 0(0) >2

Mycoplasma IST 2 kit (bioMérieux).U. urealyticum, Ureaplasma urealyticum; S, susceptible; I, intermediate; R, resistant.
n'=82 (patient). Results are n (%). The breakpoints (ug/mL) according to the Clinical and Laboratory Standards Institute are
as follows: Tetracycline <4, R>8,; Doxycycline <4, R>8; Azithromycin S<0.12, R>4, Clarithromycin S<I, R>4, Erythromycin
S<I, R>4; Josamycin S<2, R>8, Ciprofloxacin S<I, R>2; Ofloxacin S<I, R>4; Pristinamycin R>2.

Antibiotic Susceptibility of the U. urealyticum Isolates with IES Kit

The antibiotic susceptibilities of microorganisms were also evaluated by IES kit. Accordingly, all
strains showed greatest sensitivity to pristinamycin (PRI) with100% rate, tetracycline (TET) sensitivity
was followed this result with 80%, and 95% rate was found to josamycin (JOS). The highest antibiotic
resistance was seen 97% to levofloxacin (LEV), 100% to clindamycin (CLI), 94% to ciprofloxacin
(CIP), and 51% to roxithromycin (ROX). The resistance to erythromycin (ERY) (81%) and
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clarithromycin (CLA) (32%). (Table 5). MICs were performed according to CLSI guidelines (tests
repeated two times). MICs were interpreted according to the IES kit criteria (see the legend to Table 5)

[8].

Table 5. Antibiotic susceptibility of the U. urealyticum isolates with IES kit: MIC (ug/mL)

U.urealyticum (n'=82) MIC (ug/mlL)
S R S | R
Pristinamycin (PRI) 82(100.0) 0(0) >2
Minocycline (MIN) 56(68.5) 26(31.5) <2 >8
Josamycin (JOS) 78(95.0) 4 (5.0) <2 >8
Erythromycin (ERY) 66(81.0) 16(19.0) <8 >16
Roxythromycin (ROX) 60(74.0) 22(26.0) </ >4
Clindamycin (CL1I) 0(0.00) 82(100.0) <0.25 >0.5
Ofloxacin (OFL) 56(68.7) 26(31.3) <I >4
Ciprofloxacin (CIP) 77(94.0) 5(6.0) </ >2
Clarythromycin (CLA) 56(68.0) 26(32.0) </ >4
Tetracycline (TET) 66(80.0) 16(20.0) </ >2
Levofloxacin (LEV) 59(72.0) 23(28.0) <2 >4

Mycoplasma IES kit (Autobio).U.urealyticum, Ureaplasma urealyticum; S, susceptible; I, intermediate; R, resistant. n'=82
(patient). Results are n (%). The breakpoints (ug/mL) according to the Clinical and Laboratory Standards Institute are as
follows: Tetracycline S<I, R>2; Minocycline S<2, R>8; Roxythromycin S<I, R>4 Clarythromycin S<I, R>4; Erythromycin
S8, R>16; Josamycin S<2, R>8; Ciprofloxacin S<I, R>2; Ofloxacin S<I, R>4; Clindamycin S<0.25, R> 0.5, Levofloxacin
S<2, R>4; Pristinamycin R>2. (30).

Mycoplasmas are microorganisms that can be in the oral and genital system of humans but can
form a disease with the effect of certain factors. The most common mycoplasmas isolated from the
urogenital system are M. hominis and U. urealyticum in many studies [9].

Ureaplasmas have also been consistently associated with Nongonococcal Urethritis (NGU) and
pregnancy complications [10]. U. urealyticum is an opportunistic pathogen in humans and can often be
isolated from the genitourinary system of young women, causing diseases such as acute urethritis,
bacterial vaginitis, pelvic inflammatory disease, and pyelonephritis. It can cause miscarriage in pregnant
women and chorioamnionitis and congenital pneumonia in infants, and it can be isolated from the fetus
and cerebrospinal fluid. It is also known to cause infertility in women [11,12].

It has become a necessity to use effective and rapid diagnostic methods to control these infections
and reduce their complications because of the pathogenic role of ureaplasmas is increasing [12, 13].
Mycoplasma IES and Mycoplasma IST-2 kits are commercial test Kits that are used for Ureaplasma spp.
detection and give faster results compared to the culture method.

In this study, it was found that the sensitivity of the IES kit was higher than the IST-2 kit, and the
sensitivity rates were found to be 80.56% and 72.22%, respectively. Regarding antibiotic sensitivity, the
conformity rate between Mycoplasma IES and Mycofast Revolution has been reported as 100% [14,

15]. In our study, the concordance rate between IES and IST 2 was determined as 100% for both samples
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and it is compatible with the study data. Similarly, D’Inzeo et al. (2017) compared the sensitivities of
Mycoplasma IES, Mycoplasma IST 2 and Mycofast, and they found the sensitivity results as 100%,
95.3% and 96.2%, respectively, and reported the highest result for Mycoplasma IES [13]. In a study by
Kusanovic et al. (2020), the sensitivity of Mycoplasma IES, MYCOFAST RevolutioN and Mycoplasma
IST 2 kits was determined as 100%, 96 and 95% for U. urealyticum, respectively, and it is consistent
with the results we obtained from this study [16].

The U. urealyticum detection rate was found to be 61% with IES, 52% with the IST-2 kit, and
74% with the culture method in our study. Skiljevic et al. (2016) reported the rate of detection of U.
urealyticum in urethral and endocervical swab samples as 77.8% in their study with IST-2 and including
132 female patients [17]. In another study using IST-2; 9956 sample was included in the study, and
1856 of them were found to be positive. U. urealyticum was detected in 1652 patients (89%) among
these positives [18]. In our study, U. urealyticum detection rate (52%) was found with the IST-2 kit, and
it was concluded that this difference may be due to factors such as living conditions, socioeconomic
status, and age.

The other aim of this study was to compare the effectiveness of commercial mycoplasma Kits for
different clinical samples including vaginal and urine. The results of the sensitivity study performed
with different samples with these three methods were IES (97.22%), 1IST2 (88.89%) and culture method
(100%) for vagina, while the data for urine were 63.89%, 55.56% and 100%. The rate of detecting U.
urealyticum with the IES kit was significantly higher than the IST-2 kit for both samples (p <0.001). In
our literature survey, no study was found that determined these two kits in comparison with two different
sample types.

In most clinical studies, it appears that the presence of U. urealyticum was usually determined by
studying a single biological sample. It was concluded that the vaginal sample was a more suitable
material for the detection of U. urealyticum than the urine sample, and no significant difference was
found in the antibiotic sensitivity tables.

In our study, antibiotic resistance rates measured by IES were found to be ciprofloxacin, 6.0%,
clindamycin 100%, levofloxacin 28.0%, ofloxacin 31.3%, tetracycline 20%, clarithromycin 32.0%,
erythromycin 11.1%, minocycline 31.5% and roxithromycin 26%. Similarly, antibiotic resistance rates
in Tuzemen et al. study (2017) with IES were reported as ciprofloxacin 84.65%, clindamycin 85.96%,
levofloxacin 15.35%, ofloxacin 23.49%, tetracycline 19.42%, clarithromycin 12.6%, erythromycin
14.96%, minocycline 0.39% and roxithromycin 13.39% [12]. Longdoh et al. (2018) found U.
urealyticum detection rate 78.57% in their study performed by IES kit from cervical specimens in
pregnant women, and reported antibiotic susceptibilities as 72.4%, 93.1% and 41.3% for erythromycin,
ciprofloxacin and tetracycline, respectively [19]. When these results were evaluated, it was seen that the

sensitivity rates in the samples taken from the cervical swabs were similar.
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Likewise, the results obtained from the studies conducted with IST-2 in the literature are
compatible with our study. In the study conducted by Koh et al. (2009) with the IST2 kit, the antibiotic
sensitivity rates were found to be tetracycline 81%, erythromycin 82.9%, ofloxacin 56.2% and
pristinamycin 100% [20]. While Jang et al. (2019) in their studies, the sensitivities of U. urealyticum to
doxycycline, erythromycin, ciprofloxacin and azithromycin were determined as 94.8%, 87.9%, 5.2%
and 81%, respectively [21].

In the study performed by Skiljevic et al. (2016) with the IST2 kit, the resistance rate to
erythromycin was determined as 83.8%, and it shows an inverse correlation with our resistance rate
(11%) that we determined with the IST2 kit [17]. In other studies, conducted by Bayraktar et al. (2010)
and Tiizemen et al. (2017) resistance rates against erythromycin are similar to our study with 22.2% and
14.36%, respectively [12, 22]. All these differences can be attributed to differences in the local use of
antibiotics.

Recent studies support the use of commercially available Kits for the diagnosis of Ureaplasma
spp. The use of Kits is preferred to determine the frequencies of U. urealyticum and M. hominis in urine
and other biological samples as well as vaginal and endocervical fluid, and antibiotic susceptibility
profiles, especially against tetracyclines and fluoroquinolones.

As aresult, it was found that the detection rate of the culture method was superior to both kits and
concluded that the detection rate of the IES kit was higher in both samples. The IES kit can be preferred
over the IST2 kit, considering the high rate of detection, availability, and price. Our findings will be
useful in terms of being guide on clinical studies to be conducted on U. urealyticum.
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NASTURTIUM OFFICINALE’NIN FITOKIMYASAL iCERIGI,
ANTIOKSIDAN VE ENZIM INHIBITOR ETKILERI

PHYTOCHEMICAL CONTENT, ANTIOXIDANT AND ENZYME INHIBITORY EFFECTS OF
NASTURTIUM OFFICINALE
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Amag: Antidiyabetik potansiyeli olan, kilo kontroliinii saglamaya yonelik ve antioksidan etkili yeni dogal
kaynaklarin kesfi fitoterapi uygulamalarinda énemli hedeflerden biridir. Bu ¢alismada, Nasturtium officinale
bitkisinin toprak iistii kisimlarmmin %80 [ik etanol ekstresinin antioksidan, antidiyabetik, antihiperlipidemik ve
antiobezite aktiviteleri degerlendirilmigtir. Ekstrenin fenolik icerigi ile ilgili kalitatif ve kantitatif analizler
spektroskopik ve kromatografik yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Ekstrenin antioksidan etkisini belirlemek icin DPPH ve ABTS radikal siipiirme
aktivitesi, metal baglama, total antioksidan kapasitesi ve indirgeyici giicii incelenmistir. Ekstrenin antidiyabetik
etki potansiyelini degerlendirmek i¢in; a-glukozidaz ve o-amilaz enzimleri, antiobezite etki potansiyeli igin
pankreatik lipaz enzimi ve lipid metabolizmasindaki etki potansiyeli igcin pankreatik kolesterol esteraz enzimi
kullamilmistir. Ekstrenin total fenol ve flavonoit icerik analizleri i¢in UV spektroskopisi kullanilirken fenolik
bilesiklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri icin ise Ters Faz-YPSK tekniginden faydalanilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Nasturtium officinale etanol ekstresi DPPH radikal siipiiriicii aktivite yonteminde 2
mg/ml konsantrasyonunda %81.80+1.14 oraminda inhibisyona neden olurken, ekstrenin demir indirgeme giicii
0.896 =+ 0.02 olarak belirlenmistir. Antidiyabetik etki agisindan, ekstre en yiiksek etkinligi 2 mg/ml
konsantrasyonda a-amilaz enzimini %39.11 + 2.98 oraminda inhibe ederek gostermigstir. Ekstrenin (%42.18 +
5.22) pankreatik lipaz enzimi iizerinde orlistat’a (%65.13 + 1.24) yakin oranda bir inhibisyon olusturdugu tespit
edilmistir. Ters Faz-YPSK analizi sonucunda klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asidin hem kalitatif hem
kantitatif analizi yapinugstir. Ekstrenin en fazla klorojenik asit (0.079 £ 0.000% g/100 g ekstre) icerdigi tespit
edilmistir. Bulgular, bitkinin obezite kontrolii i¢in dogal iiriin gelistirme calismalarina kaynak tegkil
edebilecegini ve daha ileriki in vitro ve in vivo ¢alismalarla bu etkinin degerlendirilebilecegine isaret ederken,
ekstrenin standardizasyonunda klorojenik asitin kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
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Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik, antiobezite, antioksidan, Nasturtium officinale, ters faz-YPSK

ABSTRACT

Objective: The discovery of new natural resources with antidiabetic potential, weight control and
antioxidant effect is one of the important targets in phytotherapy applications. In this study, the antioxidant,
antidiabetic, antihyperlipidemic, and antiobesity activities of 80% ethanol extract of the aerial parts of
Nasturtium officinale were evaluated. Qualitative and quantitative analyzes of the phenolic content of the extract
were performed using spectroscopic and chromatographic methods

Material and Method: In order to determine the antioxidant effect of the extract, DPPH and ABTS radical
scavenging activity, metal chelating, total antioxidant capacity and reducing power were investigated. To
evaluate the antidiabetic effect potential of the extract, a-glucosidase and o-amylase enzymes, pancreatic lipase
enzyme for its antiobesity effect potential and pancreatic cholesterol esterase enzyme for its effect potential on
lipid metabolism were used. While UV spectroscopy was used for total phenol and flavonoid content analysis of
the extract, Reverse Phase-HPLC technique was used for qualitative and quantitative analysis of phenolic
compounds.

Result and Discussion: While Nasturtium officinale ethanol extract caused 81.80 + 1.14% inhibition at 2
mg/ml concentration in DPPH radical scavenging activity method, the ferric reducing power of the extract was
determined as 0.896 + 0.020. In terms of antidiabetic effect, the extract showed the highest efficiency by
inhibiting the a-amylase enzyme at a concentration of 2 mg/ml by 39.11% + 2.98%. 1t was determined that the
extract (42.18 £ 5.22%) had an inhibition on pancreatic lipase enzyme close to orlistat (65.13 + 1.24%). As a
result of Reverse Phase-HPLC analysis, both qualitative and quantitative analyzes of chlorogenic acid, caffeic
acid and ellagic acid were performed. It was determined that the extract contains the most chlorogenic acid
(0.079 + 0.000% g/100g extract). While the findings indicate that the plant can be a source of natural product
development studies for obesity control and that this effect can be evaluated with further in vitro and in vivo
studies, it is predicted that chlorogenic acid can be used in the standardization of the extract.

Keywords: Antidiabetic, antiobesity, antioxidant, Nasturtium officinale, reverse phase-HPLC

GIRIS

Nasturtium officinale R. Br., Brasicaceae familyasina ait olan sucul ve ¢ok yillik bir bitkidir [1].
Avrupa ve Asya'ya 6zgi olan bu bitki, bulundugu bélgelerde ekonomik olarak degerli kabul edilmekte
ve iilkemizde “su teresi” ismi ile bilinmektedir. Su teresi, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi tarafindan
glivenli, yenilebilir bir bitki olarak degerlendirilip “yesil yaprakli sebzeler, otlar ve yenilebilir ¢igekler”
monograflarina dahil edilmistir [2]. Mineral ve vitamin agisindan zengin olan bu bitki yeterli miktarda
lif igermesinin yaninda kalori igeriginin diisiikk olmasiyla bilinmektedir [1]. Bitki yiiksek miktarda
glukosinolat igermekle birlikte alkaloit, flavonoit, saponin, terpenoit, protein, ugucu yag, glikozitler,
tanen, karotenoit, polifenol, C vitamini, A vitamini ve a-tokoferol gibi ¢esitli primer ve sekonder
metabolitleri de ihtiva etmektedir [3,4]. N. officinale’nin sagliga olan faydalar1 ve zengin besin icerigi
nedeniyle, antik ¢aglardan beri hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [1]. Bitkinin yapraklari
geleneksel olarak midevi, idrar ve balgam soktiiriicti, hipoglisemik, ve uyarici olarak kullanilir. Ayrica
astim, bronsit, iskorbiit, tiiberkiiloz ve idrar yolu enfeksiyonu ve taglarini tedavi etmek igin de tercih
edilen bir bitkidir. Bitkinin antimikrobiyal, antioksidan, antiostrojenik, antikanserojenik aktivitelere

sahip oldugu literatiirde bildirilmistir. N. officinale geleneksel iran halk tibbinda antidiyabetik olarak
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kullanilmaktir [3]. Iran'in giineydogu bolgesi halki tarafindan halk hekimliginde kullanilan N.
officinale'nin hipolipidemik aktiviteye sahip olmasi, antioksidan potansiyeli ile iligkilendirilmistir [5].

Amerikan Diyabet Dernegi diabetes mellitus'u, insiilin sekresyonu ve/veya insiilin islev
problemlerinin neden oldugu hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastalik olarak
simiflandirmigtir. Diinya niifusunun yaklagik %2.8'inin diabetes mellitus hastasi oldugu ve 2025 yilina
kadar niifusun %5.4'iniin etkilenecegi tahmin edilmektedir. Mitokondride, hiperglisemiye yanit olarak
dinamik morfolojik degisikliklere ugrayan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artan {iretimi, diyabetik
komplikasyonlarin ve obezitenin ana nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Oksidatif stress,
diyabet etiyolojisinde onemli bir rol oynar, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara,
katarakta, nefropatiye ve norolojik bozukluklara neden olabilmektedir. Ayrica diyabetli hastalarin
antioksidan savunma sistemi zayiflamis olup, serbest radikaller tarafindan doku hasari riski artmaktadir
[6]. Hipergliseminin yani sira, diabetes mellitus hastaliginda plazma lipid seviyeleri genellikle
yiikselmekte olup koroner kalp hastalig1 i¢in bir risk faktorii olusturmaktadir. Diyet veya ilag tedavisi
yoluyla serum lipid diizeylerinin diisiiriilmesi, vaskiiler hastalik riskinde ve ilgili komplikasyonlarda
azalma ile iligkili olmaktadir. Son zamanlarda, serum kolesterol ve trigliserit diizeylerini azaltabilen
veya diizenleyebilen bitkisel ilaglara olan ilgi artmaktadir [3].

Bu ¢alismada, N. officinale bitkisinin toprak tistii kismindan hareketle %80 etanol ile hazirlanan
ekstresinin antidiyabetik (a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorii) ve antiobezite (pankreatik lipaz
inhibitorii) aktiviteleri ve pankreatik kolesterol esteraz enzimi iizerindeki inhibisyonu
degerlendirilmistir. Ayrica, N. officinale etanol ekstresinin antioksidan potansiyelleri total antioksidan
kapasite, metal baglama, indirgeme giicii, 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonat) katyon (ABTS™) radikal siipiiriicii aktivite deneyleri ile belirlenmistir.
Ekstrelerin toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenirken, total flavonoit miktar tayini
ise aliminyum kloriir yontemi ile yapilmigtir. Standardizasyon i¢in Ters Faz-YPSK yoOntemi

kullanilmustir.

GEREC VE YONTEM

Bitki Materyali

N. officinale bitkisinin toprak iistii kistmlar1 Sakarya ili, Geyve ilgesi, Karacay deresi etrafindan
Mayis 2020°de toplanmistir. Bitkinin botanik teshisi Dr. Ogretim Uyesi Murat ZOR tarafindan
yapilmstir (*Lokman Hekim Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Ana Bilim Dali, Ankara).
Bitkinin herbaryum &rnekleri Hacettepe Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi Herbaryumu’nda
saklanmaktadir (HUEF21024).
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Kullanilan Kimyasal Maddeler
Ekstraksiyonda ve YPSK analizlerinde, enzim inhibisyonu ve aktivite degerlendirme
caligmalarinda kullanilan solvanlar ve kimyasal maddeler yiiksek saflikta olup Sigma-Aldrich

firmasindan temin edilmistir.

Ekstraksiyon

N. officinale bitkisinin kurutulmus toprak tistii kisimlar: (10.18 g) 200 ml %80°lik etanol ile oda
1sisinda calkalayicida 14-18 saat ekstraksiyona birakilmistir. Bekleme isleminin ardindan ekstre
slizilmiis ve Ornek tizerine solvan ilave edilerek ayni islemler 3 kez tekrarlanmigtir. Daha sonra toplanan
stiziintiiler rovataporda algak basing altinda 40°C’de kuruluga kadar yogunlastirilmig ve verim hesabi

yapilmigtir (%30.18 a/a).

Bitki Ekstresinin Kimyasal Bilesimi
Total Fenol igerigi

%80°1ik etanol ekstresi tizerine Folin-Ciocalteu reaktifi (%10 a/h) ilave edildikten sonra ekstre
25°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra %7.5’luk (a/h) sodyum karbonat ¢6zeltisi ilave
edilmistir. Ekstreler karanlik bir ortamda, oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Bu inkiibasyon igleminden sonra ELISA (SpectraMax i3x, Molecular Devices, ABD)
mikroplak okuyucu ile 735 nm dalga boyunda ekstrenin absorbansi 6l¢tilmiistiir. Total fenol igerik gallik
asit esdegeri (GAE) mg/g ekstre olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon denklemi y = 6.3667x — 0.0118

olarak bulunmustur ve r>= 0.9999 olarak hesaplanmustir [7].

Total Flavonoid igerigi

%80’lik etanol ekstresi lizerine etanol, sodyum asetat ve aliiminyum kloriir ¢ozeltileri eklenmis
ve karigim distile su ile 1 ml'ye seyreltilmistir. Oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyondan sonra,
karigimin absorbansi, ELISA mikroplak okuyucusu ile 415 nm'de oOl¢lilmiistiir. Sonuclar kersetin
esdegeri (KE) mg/g ekstre olarak ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi; y = 2.1694x — 0.0067

olarak bulunmustur ve r? = 1 olarak hesaplanmustir [8].

Antioksidan Aktivite
Total Antioksidan Kapasite Deneyi

Ekstrelere distile su ve molibdat reaktifi eklenerek, tiipler vortekslenmistir. 90°C'de 90 dakika
inkiibasyondan sonra tiipler buz banyosunda sogutulmustur. Orneklerin absorbanslar1 695 nm'de bir
ELISA mikroplak okuyucu ile 6l¢tilmiistiir ve sonuglar askorbik asit esdegeri (AAE) mg/g ekstre olarak
ifade edilmistir. Kalibrasyon egrisi denklemi y = 1.8309x — 0.1606 olarak bulunmustur ve 2 = 0.9981

olarak hesaplanmigtir [9].
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DPPH Radikal Siipiiriicii Etki

Ekstrelerin DPPH radikal siiptirme aktivitesi, 96 kuyucuklu mikroplaklarda incelenmistir. 1 mM
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi, ekstreler tizerine ilave edilmistir. Daha sonra 30 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra ekstrelerin ve referans bilesigin absorbansi, ELISA
mikroplak okuyucu ile 520 nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Referans bilesik olarak askorbik asit
kullanilmigtir. DPPH  radikal siipirme aktivitesi (% inhibisyon) = [(Absorbanskontror—
Absorbanssmex)/Absorbansientot] X 100 seklinde hesaplanmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmgtir
[10].

Metal Baglama Kapasitesi

Metal baglama kapasitesi degerlendirilecek ekstrelere 2 mM FeCly ¢ozeltisi eklenip oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 5 mM ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek 10
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra eksterelerin ve referans bilesigin absorbans degerleri
ELISA mikroplak okuyucusu ile 562 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Referans bilesik olarak EDTA
(Etilen Diamin Tetra Asetik asit) kullanilmistir. Ferrozin-Fe*? kompleksi olusumunun inhibisyon
yiizdesi su formiil kullanilarak hesaplanmistir. % Metal baglama kapasitesi = [(Absorbanskontroi—

Absorbanssmek)/Absorbansientrol] * 100. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmigtir [11].

Indirgeme Giicii

Ekstrelerin ve referans maddenin {izerine pH=7.2 olan 0.1 mol/L sodyum fosfat tamponu
eklenmistir. Daha sonra %1°‘lik (a/h) KsFe(CN)s ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de etiivde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan %10 trikoloroasetik asit ¢dzeltisi de eklenerek ELISA mikroplak
okuyucusu ile 700 nm dalga boyunda absorbans degerleri hesaplanmustir. Olgiimden sonra %0.1 (a/h)
FeCls ¢ozeltisi ilave edilip tekrar absorbans olglimii yapilip iki absorbans 6lglimii arasindaki fark

hesaplanmugstir. Kersetin ise referans madde olarak kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmigtir
[91.

ABTS Radikal Siipiiriicii Aktivite

ABTS (7 mM), distile su ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢6zeltisi iginde ¢oziilmiistiir. Karigim
karanlikta 20°C'de 16 saat inkiibe edilmistir. Ekstrelere pH ayarli ABTS ve fosfat tampon ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Ornekler vortekslendikten sonra absorbanslari 734 nm'de ELISA mikroplak
okuyucusunda okunmustur. Referans bilesik olarak gallik asit kullanilmistir. ABTS radikal siipiirme
aktivitesi (% inhibisyon) = [(Absorbanskonto—AbSorbanssme)/Absorbanskono] * 100 seklinde
hesaplanmugtir [9].
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Enzim Yontemleri
a-Glukozidaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yontemi

o-Glukozidaz tip IV enzimi fosfat tampon ¢6zeltisi (0.5 M, pH 6.5) i¢inde ¢oziildii. Ekstreler
%80’1ik etanol ¢ozeltisi ile farkli konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmustir. Enzim
cozeltisi ve ekstreler, 37°C'de 15 dakika siireyle 96 kuyucuklu bir mikroplakta 6n inkiibasyona tabii
tutulmustur. Daha sonra kuyucuklara 20 mM p-nitrofenil-a-D-glukopiranozit ¢ozeltisi (PNG) ilave
edilmistir. Mikroplakta, 37 °C'de 35 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra, PNG'nin a-glukozidaz
tarafindan hidrolizi nedeniyle 405 nm'de absorbsiyondaki artis, bir ELISA mikroplak okuyucusunda
Olciilmiistiir. Akarboz (Bayer, Tiirkiye) referans olarak kullanilmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde
yapilmustir [9].

a-Amilaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yéntemi

a-Amilaz tip I-A (EC 3.2.1.1, Sigma) tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziilmiistir. Fosfat tampon
cozeltisi (pH 6.9) i¢inde hazirlanmis patates nisastasi (%2.5, a/h) substrat ¢ozeltisi olarak kullanilmustir.
Ekstreler, %80’lik etanol ¢6zeltisi ile farkli konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmustr.
Enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra karisimlar oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir ve igerisine
substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra karisimlar 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Karisumlara
3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) renk reaktif ¢ozeltisi (96 mM DNS, 2 M NaOH iginde 5.31 M sodyum
potasyum tartarat) ilave edilerek, mikroplak i¢indeki karigim 80°C'lik etiive konulmustur. 40 dakika
sonra karigima distile su ilave edilmistir. Karisimlarin absorbanslart 540 nm'de ELISA mikroplak
okuyucusunda okunmustur. Akarboz referans olarak kullanilmistir. Standart maltoz kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Uretilen maltoz miktar1, standart maltoz kalibrasyon grafigi (y = 0.7618 x - 0.1243 ve r?
=0.9949) ve elde edilen net absorbans kullanilarak hesaplanmustir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir

[9].

Pankreatik Lipaz Enzim inhibisyon Aktivitesi Yéntemi

Pankreatik lipaz enzimi tip Il ¢6zeltisi, 10 mM 4-morfolinpropansiilfonik asit ve 1 mM EDTA
tampon ¢ozeltisi (pH 6.8) iginde hazirlanmigtir. Ekstreler %80 etanol c¢ozeltisi ile farkl
konsantrasyonlarda (2, 1, 0.5 ve 0.25 mg/ml) hazirlanmistir. Enzim ¢ozeltisi ve ekstreler 96 kuyucuklu
bir mikroplakta Tris tamponu (100 mM Tris-HCI ve 5 mM CaCl,, pH 7.0) i¢inde 37°C'de 15 dakika 6n
inkiibasyona maruz birakilmistir. Ardindan kuyucuklara 4-nitrofenil butirat eklenmistir. Mikroplakta,
37°C'de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. 4-nitrofenibiitiratin pankreatik lipaz ile hidrolizi sonucunda
405 nm'de absorbsiyondaki artig, bir ELISA mikroplak okuyucusu ile 6lgiilmiistiir. Orlistat referans
olarak kullanilmstir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir [12].
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Pankreatik Kolesterol Esteraz Enzim Inhibisyon Aktivitesi Yontemi

Domuz pankreatik kolesterol enzimi, 100 mM NaCl igeren 100 mM tampon ¢ozeltisi iginde
¢Oziilmiistiir (pH 7). 50 pL fosfat tamponuna, dort farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstreler ilave
edilmistir. Ardindan taurokolik asit (12 mM) ve 5 mM p-NPB substratinin da ilave edilmesinden sonra
bu karisim oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan domuz
pankreatik kolesterol esteraz enzimi (0.1 pg/ml) karisima ilave edilerek ELISA mikroplak okuyucu ile

405 nm’de 15 dakika kinetik okuma yapilmistir. Referans madde olarak simvastatin kullanilmistir [13].

Ters Faz-YPSK Yontemi Kullamlarak Ekstrelerin Standardizasyonu

Analiz i¢in kullanilan YPSK sisteminde, HP Agilent 1260 serisi LC Sistemi ve ACE 5 C18 (5
pm, 150 mm x 4.6 mm) kolonu kullanilmistir. Cihazda ayrica HP Agilent 1260 series Autosampler
tinitesi bulunmaktadir. Analiz boyunca kolon sicakligi 25°C’ de sabitlenmistir. Ekstredeki fenolik
maddelerin ve flavonoitlerin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in asagidaki standart madde karisimlari
kullanilmistir. Fenolik madde karisimi: Gallik asit, protokatesik asit, klorojenik asit, vanilik asit, siringik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, elajik asit, kafeik asit, trans-sinnamik asit, rosmarinik asit,
epikatesin, katesin. Flavonoit karisimi: Umbelliferon, rutin, naringenin, hesperidin, kersetin-3-O-
glukozit, apigenin-7-O-glukozit, mirsetin, Kkersetin, luteolin, apigenin. Standart maddeler, Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Gradiyent akig sistemi, %5 solvan A (asetonitril: su: formik asit,
50:50:0.5) ve %95 solvan B (su: formik asit, 100:0.5) igeren mobil faz ile baslatilmistir. Toplam analiz
stiresi 55 dakika olup ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. Analizler DAD detektori kullanilarak 260, 280,
320 ve 350 nm olmak lizere 4 farkli dalga boyunda gergeklestirilmistir. Ekstrelerin konsantrasyonu 10
mg/ml olacak sekilde %25°lik asetonitril ¢ozeltisinde hazirlanmistir. Numune c¢ozeltileri 0.45 pm
membran filtreden siiziilmiistiir. Klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asit i¢in kalibrasyon grafigi
hazirlanmigtir. Bu ii¢ standart maddenin stok ¢ozeltisinden hareketle 1, 5, 10, 20 ve 50 ppm
konsanstrasyonlarda diliisyonlar1 %25 asetonitril-su ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.  Ppm
degerlerine karsi (x), pik alanlarindan (y) hareketle kalibrasyon egrisi olusturularak ekstre igerisindeki

bu bilegiklerin miktar tayinleri yapilmistir [14].

Istatistiksel Analiz

Tiim analizler ii¢ tekrar olarak yapilip sonuglarin ortalamasi alinmistir. Tiim degerler ortalama +
standart sapma (S.S.) olarak ifade edilmistir. Dogrusal regresyon analizleri ve hesaplamalar Microsoft
Excel ve GraphPad Instat yazilimi kullanilarak yapilmistir. p<0.05 degerlerindeki bir fark istatistiksel
olarak anlamli olarak degerlendirilmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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SONUC VE TARTISMA

N. officinale bitkisinin toprak tstii kismindan hareketle %80°lik etanol ile hazirlanan ekstrenin
verimi %30.18 (a/a) olarak bulunmustur. Ekstrenin total fenol igerigi 23.90 + 1.20 GAE mg/g ekstre,
total flavonoit icerigi ise 33.82 + 1.41 KE mg/g ekstre olarak tespit edilmistir.

N. officinale’nin toprak iistii kistmlarindan %80°lik etanol ile hazirlanan ekstrenin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek i¢in bes farkli yontem kullanilmistir. Bitkinin etanol ekstresinin total
antioksidan kapasitesi (125.22 + 7.42 AAE mg/g ekstre) olarak hesaplanmistir. ABTS radikal siipiirticii
aktivite yonteminde doza bagl olarak inhibisyonda bir artig goriilse de bu degerler referans madde olan
gallik asit ile kiyaslandiginda oldukg¢a diisiik kalmistir. Ekstrenin DPPH radikal siipiiriicii aktivite
yonteminde 2 mg/ml konsantrasyonda %81.80 + 1.14°lik bir inhibisyon degeri bulunmus olup bu deger
referans madde olan askorbik asidin ayni1 konsantrasyonuyla mukayese edildiginde %90.50 + 0.59’1ik
inhibisyon oraniyla askorbik asite yakin bir inhibisyon olarak degerlendirilmistir. Metal baglama
kapasitesi deneyinde referans madde olan EDTA’nin denenen tiim konsantrasyonlarda %100 oraninda
bir inhibisyona neden oldugu goriiliirken ekstrenin test edilen en yiiksek konsantrasyon olan 2 mg/ml’de
%37.78 + 5.07’lik bir inhibisyon degeri gosterdigi bulunmustur. indirgeme giicii deneyinde bulunan
absorbans degerleri doz bagimli olarak artis gostermistir. Bu deneyde ekstrenin ve referans madde olan
kersetinin en yiiksek konsantrasyonda bulunan absorbans degerleri sirasiyla 0.896 + 0.02 ve 3.840 +
0.14 olarak tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. N. officinale ekstresinin ABTS, DPPH radikal siipiiriicti aktivite, metal baglama kapasitesi ve

indirgeme giicii sonuglari

Ekstre ve referanslar Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Numune Adi Konsan ABTS Radikal DPPH Radikal Metal Baglama Indirgeme Giicii
trasyon | Siipiiriicii Etki % | Siipiiriicii Aktivite Kapasitesi Absorbans + SS.

(mg/ml) inhibisyon = SS. % inhibisyon £ SS. % inhibisyon +

SS.

N. officinale 0.25 13.75£3.14™ 27.66 +8.10™" 2.67+6.71™ 0.137 +0.000™"
toprak iistii etanol 0.5 15.40 £2.25"™ 47.71 £1.07™ - 0.259+£0.010™"
ekstresi 1 18.24 +£3.49™" 7743 +£1.33"™ 6.12£2.07™ 0.490 + 0.020™"
2 27.13+£0.81™ 81.80 +1.14™ 37.78 £5.077 0.896 +0.020™"
0.25 100%™ 88.36 £0.67° 100¢™ 3.744 £ 0.1609™
0.5 99.54 + 1.04*™ 89.38 £0.61°™ 100" 3.931 +0.0004™
GA/AAEDTA/KE 1 98.94 + 0.26™ 89.66 + 0.35°™ 100" 3.930 + 0.0004™"
2 98.10 + 0.80%™" 90.50 + 0.59°™ 100" 3.840 + 0.1404

- Aktivite yok, SS: Standart Sapma, ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
GA: 2Gallik asit, AA: PAskorbik asit, cEDTA: Etilendiamin tetraasetik asit, IKE: Kersetin

N. officinale toprak iistii etanol ekstresinin gesitli enzimler lizerindeki inhibitor etkilerini
degerlendirmek igin in vitro olarak dort farkli yontem segilmistir (a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik
lipaz ve pankreatik kolesterol esteraz enzimleri). Antidiyabetik etki potansiyelini degerlendirmek
amactyla kullanilan a-glukozidaz ve a-amilaz enzimleri tizerindeki inhibitor etkiler mukayese

edildiginde, her iki enzim iizerinde de doz bagimli olarak artan bir inhibisyon goriilmiis olup, bu
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inhibisyon degerlerinin aktivitenin gézlendigi tiim dozlarda a-amilaz enzimi igin daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir. Her iki enzimin referans maddesi olan akarboz ile ekstrenin inhibisyon degerleri
karsilastirildiginda ise biitiin konsantrasyonlarda ekstrenin inhibisyon degerleri akarbozdan diisiik
bulunmustur. Ekstre 2 mg/ml konsantrasyonda pankreatik kolesterol esteraz enzimi {izerinde % 9.68 +
2.16’1ik bir inhibisyon saglarken ayn1 konsantrasyonda referans madde olan simvastatinin % inhibisyon
degeri ise 53.18 £ 3.36 olarak bulunmustur. Ekstre tiim enzim sistemleri igerisinde en yiiksek
inhibisyonu 2 mg/ml konsantrasyonda pankreatik lipaz enzimine kars1 (%42.18 + 5.22) gostermis olup
ayni konsantrasyonda referans madde olan orlistatin inhibisyon degeri ise %65.13 + 1.24 olarak
bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 2. N. officinale etanol ekstresinin a-glukozidaz, a-amilaz, pankreatik lipaz ve pankreatik

kolesterol esteraz enzimi tlizerindeki inhibitor aktivite sonuglari

Ekstre ve referanslar % inhibisyon + SS.
Numune Adi Konsantrasyon a-Glukozidaz a-Amilaz Pankreatik Pankreatik
(mg/ml) lipaz kolesterol esteraz
N. officinale 0.25 - - - 1.40+1.91"M
toprak iistii etanol 0.5 5.80 + 3.00™ 7.59 £5.67" 1.15+577™ 4.60+£3.91"
ekstresi 1 6.26 +6.86 " 23.88+0.17"™ 4.49 £0.22" 6.91 £2.58 ™
2 29.85+0.80™" 39.11+298™ 4218 £5.22™" 9.68£2.16™"
0.25 99.33 £ 0.022"" 76.44 + 1,987 | 56.41 +5.25"™ 40.67 £4.12°"
0.5 99.45 + 0.002™" 82.16 + 1,298 | 62.44 +9.74" 47.88 £5.11°"
AKA/OR/SIM 1 99.79 + 0.23"™ 88.17 £ 5,677 | 64.23 £2.720™ 52.21 £0.12™"
2 100.20 £ 0.07%™ | 92.99 +3.08"™ | 65.13 + 1.24"™ 53.18 +3.36™

- Aktivite yok, SS: Standart Sapma, ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
aAKA: Akarboz, "OR: Orlistat, °SIM: Simvastatin

N. officinale toprak dtstii kismindan hazirlanan etanollii ekstrenin fitokimyasal igerigini
aydinlatmak amaciyla Ters Faz-YPSK kullanilarak cesitli fenolik bilesik ve flavonoitler kalitatif ve
kantitatif analizler i¢in incelenmistir. Ekstrenin Ters Faz-YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve elajik
asit icerdigi tespit edilmistir (Sekil 1-5). Kromatogramlarda major olarak goriilen piklerin standart
fenolik madde koleksiyonumuzda bulunmayan baska fenolik maddelere ait pikler oldugu
diistiniilmiistiir. Analiz sonucunda en fazla miktarda bulunan bilesigin klorojenik asit (0.079 + 0.000%
0/100 g ekstre), onu takip eden bilesigin kafeik asit (0.012 + 0.000 g/100 g ekstre) oldugu ve ekstrenin
en az miktarda elajik asit (0.006 = 0.000 g/100 g ekstre) igerdigi saptanmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. N. officinale etanol ekstresinin Ters Faz-YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve elajik asit

miktarlar (g/100g kuru ekstre) ve bilesiklerin retansiyon zamanlari

Numune Bilesikler Rt 9/100 g kuru ekstre Kalibrasyon Determinasyon
(dakika) Denklemleri Katsayisi
N. officinale Klorojenik asit 154 0.079 + 0.000 y = 123.37x - 59.538 2= 0.9995
etanol ekstresi Kafeik asit 17.94 0.012 = 0.000 y = 103.48x — 74.883 r2= 0.9981
Elajik asit 30.13 0.006 = 0.000 y = 163.47x + 12.183 2=0.9998
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Ozen (2009), Artvin civarindan toplanmus N. officinale bitkisinin sulu ve etanollii yaprak
ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini (DPPH ve siiperoksit radikal siipiicii etki, indirgeme giicii, ferrik
tiyosiyanat yontemi ile total antioksidan kapasite ve in vivo olarak si¢an karaciger, beyin ve bobrek
dokularinda lipit peroksidasyon oOlc¢limii) degerlendirmistir. Etkiler referans olarak kullanilan o-
tokoferol, Butil Hidroksi Toluen ve Butil Hidroksi Anisol sonuglari ile kiyaslanmigtir. Bulgular,
ekstrelerin hiicresel lipid peroksidasyonunu azaltarak, indirgeme giiciinii, serbest radikal ve siiperoksit
anyon radikal siipiiriicli aktivitelerini artirarak antioksidan aktivite gosterdiklerine isaret etmistir [15].

Bahramikia ve Yazdanparast (2010) Iran’dan toplanmis bitkinin toprak {istii kisimlarmin sulu
etanollii ekstresinin (ABTS, DPPH, nitrik oksit radikal siipiiriicii, hidrojen peroksit siipiiriicii, indirgeme
giicli, metal selatlama aktiviteleri ve sigan karaciger homojenatinda demir/askorbat nedenli lipid
peroksidasyon tiizerindeki etki) antioksidan etkisini degerlendirdikleri ¢alismada, ekstrenin serbest
radikalleri siipiirerek, indirgeme giiclinii azaltarak ve metal selatlama mekanizmasi ile antioksidan

etkiler gosterdiklerini 6ne stiirmiislerdir [16].

T T T
20 25 20 min

Sekil 1. Standart bilesik olan klorojenik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami

Sekil 2. Standart bilesik olan kafeik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 3. Standart bilesik olan elajik asidin Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 4. N. officinale’nin 260 nm’deki Ters faz-YPSK kromatogrami
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Sekil 5. N. officinale’nin 320 nm’deki Ters faz-YPSK kromatogrami

Boligon ve arkadaslar1 (2013) tarafindan Brezilya’da yetisen N. officinale bitkisinin dal ve
yapraklarmin %60’lik etanol ekstreleri ve fraksiyonlarmin (diklorometan, etil asetat ve n-butanol)

antioksidan aktiviteleri, total fenol ve flavonoit igerikleri, YPSK ile klorojenik asit, kafeik asit ve rutin
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miktar tayinleri yapilmstir. Tiim ekstre ve fraksiyonlarin total fenol igeriklerinin 104.40 ila 337.60 mg
GAE/g ve total flavonoit igeriklerinin ise 71.83 ila 148.12 mg rutin/g arasinda degistigi tespit edilmistir.
DPPH radikal siipiiriicii aktivitede referans olarak kullanilan askorbik asitin ICso degeri 15.98 + 1.30
pg/ml olarak bulunurken ham ekstrenin 1Cso degerinin 30.76 + 0.19 pg/ml oldugu gorilmiistiir. En
yiiksek aktiviteye sahip olan n-butanol fraksiyonunun 8.99 + 0.40 ug/ml’lik ICsp degerinin bu
fraksiyonun askorbik asitten bile daha giigli DPHH radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir. YPSK analizi sonuglarina gore ham ekstrenin rutin (%1.92), kafeik asit (%5.08) ve
klorojenik asit (%1.25) igerdigi tespit edilmistir [17].

Alam Zeb (2015), Pakistan’dan toplanan N. officinale bitkisinin dal, sap ve kok kisimlarindan
hazirlanan metanollii ve sulu ekstrelerin fenolik profilini YPSK-DAD yontemi ile antioksidan etkilerini
DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi ile belirlemistir. Kok, dal ve yaprak sulu ekstrelerinin total
fenol igerigi sirasiyla 29.8, 70.4 ve 130.8 mg GAE/100 g olarak, metanol ekstrelerinin total fenol icerigi
ise sirasiyla 205.99, 264.0 ve 321.1 mg GAE/100 g olarak hesaplanmistir. YPSK-DAD yontemi ile
yapraklarda 14, koklerde 20 adet fenolik bilesik tespit edilirken, bu bilesiklerin miktar tayinleri
yapilmamugtir. Her iki kisim i¢in kumarik asit ve tiirevleri, kaftarik asit ve tiirevleri ve kersetinin major
bilesikler oldugu tespit edilmistir. DPPH radikal siipiiriicii aktivite sonuglari, bitkinin her {i¢ kismi igin
metanollii ekstrelerin (kok: %70.0, dal: %78.0 ve yaprak: %81.6) sulu ekstrelere gore daha giiglii
antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ekstrelerin aktivitesi referans olarak kullanilan Butil
Hidroksi Toluen’e yakin bulunmustur [18].

Zafar ve arkadaglar1 (2017), Pakistan’dan toplamis olduklar1 6rneklerden hazirlamis olduklari
metanol ekstresinde total fenol miktarini 4.5 mg GAE/g olarak bulmuslardir. YPSK analizi sonucunda
morin ve klorojenik asitin varlig1 tespit edilirken miktarlari hakkinda herhangi bir bilgi verilmemistir
[19].

Antidiyabetik etkinin degerlendirilmesi amaciyla streptozotosin-nedenli diyabetik siganlarda
yapilan in vivo ¢alismalarda, N. officinale bitkisinden hazirlanmis olan etilasetatli ekstrenin 100 mg/kg
dozda 2 ay boyunca hayvanlara uygulanmasi sonucunda ekstrenin glibenkliamite yakin oranda kan seker
seviyelerini diisiirdiigli gérilmistiir [20].

fran’dan toplanmis olan N. officinale bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis olan sulu
etanollii ekstre 100 ve 200 mg/kg dozlarda 4 hafta boyunca streptozotosin-nedenli diyabetik siganlara
oral olarak uygulanmistir. Ekstre 200 mg/kg dozda hipoglisemik ve hipolipidemik etkiler gostermistir
[21].

Fenton-Navarro ve arkadaglari (2018) bitkinin yapraklarinin sulu, asetonlu ve alkollii
ekstrelerinin antidiyabetik aktivitesini, alloksan ve streptozotosin-nedenli diyabetik si¢anlarda test

etmistir. Sulu ekstrenin 900 mg/kg dozda 8 hafta boyunca oral olarak uygulanmasi sonrasinda hem
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alloksan hem de hem streptozotosin-nedenli diyabetik siganlarda kan sekerinin insulin uygulanmis grup
kadar diistiigli ve diyabet nedenli oksidatif stresi azalttigi tespit edilmistir [22].

In vivo olarak yiiksek yag icerikli diyetle beslenen siganlarda yapilan antihiperlipidemik aktivite
caligmasinda ise N. officinale etanollii ekstresinin serum LDL seviyelerinde anlamli diisiislere neden
oldugu tespit edilmistir [23].

Bu c¢aligsma, N. officinale bitkisinin a-glukozidaz, pankreatik lipaz ve kolesterol esteraz enzimleri
iizerindeki etkisinin degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Tiim bu literatiir bulgularin1 degerlendirdigimizde;
N. officinale bitkisinin total fenol ve flavonoit iceriklerinin farkliliklar gosterdigi; bu duruma toprak,
iklim gibi faktorlerin yanisira toplama zamaninin da etki edebilecegi diisiiniilmiistiir. DPPH radikal
stipiiriicii aktivite diginda ekstrenin herhangi bir giiglii antioksidan etki gdsteremedigi ve yine bu
durumun diger literatiirlerle mukayese ettigimizde diisiik total ve flavoit igeriklerinden
kaynaklanabilecegi ongoriilmiistiir. Calismada antidiyabetik etkisi in vivo ¢aligmalarla belirlenmis olan
N. officinale bitkisinin karbonhidrat sindiriminde rol oynayan a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri
tizerindeki etkisi degerlendirilmis, fakat ekstrenin bu enzimler iizerinde ¢ok etkili olmadigi tespit
edilmistir. Yani daha dnceki ¢alismalarda ekstrenin in vivo olarak tespit edilen antidiyabetik etkisinin
diger farkli mekanizmalar izerinden gosterdigi sonucuna varilmistir. Literatiir taramalar1 bitki
ekstresinin in vivo ¢alismalarla antihiperlipidemik etkiye sahip oldugunu géstermistir. Bu sebeple bu
calismada, ekstrenin kolesterol esteraz enzimi tizerindeki etkisi in vitro olarak incelenmis, fakat
ekstrenin kolesterol sentezin inhibisyonu iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi sonucuna
vartlmistir. Diger yandan obezite kontroliinde etkili olan pankreatik lipaz enzimi {izerinde ekstrenin
orlistata yakin bir etki gostermesi bu bitkinin obezite kontrolii i¢in dogal iirlin gelistirme ¢aligmalarina
kaynak teskil edebilecegini ve daha ileriki in vitro ve in vivo c¢alismalarla bu etkinin
degerlendirilebilecegi goriisiinii olustururken; aktif ekstrenin standardizasyonunun klorojenik asit

tizerinden yapilabilecegi sonucuna varilmistir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu yaz1 i¢in gergek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catismasi olmadigini beyan

etmislerdir.
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ETiK KURUL ONAYI

Yazarlar bu ¢aligma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.
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ABSTRACT

Objective: Determining the disinfectant activity regularly will result in proper disinfection. In our study,
it was aimed to determine the efficacy, effective concentrations and durations of some disinfectants used in
Trakya University Hospital against nosocomial bacteria isolated from the same center.

Material and Method: MRSA, VRE, Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii isolates and
10 different disinfectants supplied from the same center were included in the study. Susceptibility tests and
Qualitative Suspension Test were applied through the guidelines of CLSI M100-S25 and TS/EN/1040:2005
(formerly TS/EN/1040:1999), respectively. Qualitative Suspension Test was modified by using D/E Neutralizing
Broth instead of adding a neutralizing agent.

Result and Discussion: As a result, it was determined that all isolates were susceptible in the application
conditions. However, peracetic acid, sodium dichloroisocyanurate, non-ionic active agent and sodium
hypochlorite containing disinfectants being used in the hospital were not effective against some strains isolated
from the hospital. Even the resistance of a single isolate to the application conditions of a disinfectant may lead
to selection and proliferation of the strains and this may cause hospital infections. Our results might provide a
reference to indicate the importance of selecting appropriate disinfectants and appropriate conditions for
cleaning and disinfection in hospitals.

Keywords: Acinetobacter baumannii, ESBL, Klebsiella pneumoniae, MRSA, Qualitative Suspension Test,
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0z

Amag: Dezenfektan aktivitesinin diizenli araliklarla belirlenmesi, uygun dezenfeksiyonla sonu¢lanacaktir.
Calismamizda Trakya Universitesi Hastanesinde kullanilan bazi dezenfektanlarin ayni merkezden izole edilen
nozokomiyal bakterilere karst etkinlik, etki konsantrasyonlart ve siirelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: MRSA, VRE, Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii izolatlart ile ayni
merkezden temin edilen 10 farkli dezenfektan ¢alismaya dahil edildi. Diren¢li olduklari, CLSI énerileri
dogrultusunda yapilan duyarlilik ve dogrulama testleri ile gésterilen izolatlar ¢calismaya alinmig ve dezenfektan
etkinligi TS/EN/1040:2005 (eski adiyla TS/EN/1040:1999) énerileri dogrultusunda kalitatif siispansiyon testi
ile saptanmistir.

Sonug ve Tartisma: Sonu¢ olarak perasetik asit, sodyumdikloroizosiyanurat, non-iyonik aktif madde ve
sodium hipoklorit hastaneden izole edilen bazi izolatlar iizerine etkisiz bulunmustur. Uygulama kosullarinda,
bir dezenfektanin etki etmedigi tek bir izolatin olmasi bile, bu susun segilimine ve ¢ogalmasina neden olarak
hastane enfeksiyonlarina sebep olabilir. Bu nedenle, sonuglarimizin, hastanelerde uygun dezenfektanlarin,
uygun kosullarda uygulanmasi ve hastane gériilen izolatlar tizerinde de test edilmesi gerektigini gostermesi
agisindan énemli oldugu diigtiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter baumannii, ESBL, kalitatif siispansiyon testi, Klebsiella pneumoniae,
MRSA, VRE

INTRODUCTION

Disinfection is the process of destroying microorganisms except the spores of spore-forming
bacteria, on inanimate objects [1] and it may ensure the safe use of the instruments in a hospital when
applied in the appropriate conditions [2]. The resistance of microorganisms to chemical and physical
processes depends on their biochemical structures and their protection mechanisms. For this reason,
although vegetative bacteria are generally susceptible to disinfectants, some may resist to certain agents
[2-7]. Many Gram negative and Gram positive bacteria including Acinetobacter spp., Klebsiella spp.,
Staphylococcus aureus and Enterococcus spp. survive on dry environmental surfaces for several months
and cause hospital infections [8]. Contaminated surfaces in a hospital are the major causes in the
transmission of nosocomial infections caused by antibiotic resistant bacteria. These infections vary from
patient to patient or between two clinical presentations. In this case, the chemicals to be used must be
effective on the resistant bacteria [9]. It is necessary that disinfectants can be reliably tested with
microorganisms existing in the hospital environment and that the application method and application
concentrations can be accurately determined [9]. Under the control of the hospital infection committees,
disinfectants should be purchased by detecting effective disinfectants against existing microorganisms.
Proper disinfectant detection may only be possible if the disinfectant activity is determined using
appropriate and reliable methods on bacterial isolates from the hospital environment [9].The type,
number and localization of microorganisms; the type, density, contact duration of the disinfectant; many
factors such as physical-chemical properties of the environment (heat, pH, organic-inorganic materials),
presence of biofilm, properties of materials and surfaces affect the disinfection processes [10]. Since

these properties affect the process and also, continuous use of a selected disinfectant may lead to the



J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 129-143, 2022 Yavagetal. 131

development of resistant microorganisms, evaluation of resistance status should be made at certain
intervals [2, 5-8, 11-15]. The basics of prevention and control of hospital infections are control methods
such as hand hygiene, disinfection, sterilization, patient isolation, cleaning, in particular surveillance
[13, 16].

In our study, it was aimed to determine the application concentrations and durations of the
disinfectants used in Trakya University Hospital against bacteria isolated from the same center.
Therefore, Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Vancomycin Resistant Enterococcus
spp. (VRE), Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii isolates, which are important in terms
of hospital infections and also for our hospital, were included in the study. In addition, the periods and
concentrations in which they were active were determined and interpreted with their activity in the time

and concentration being used.

MATERIAL AND METHOD

Microorganisms

Clinical isolates were collected from Trakya University Hospital. Isolates were corrected to be A.
baumannii, K. pneumoniae, S. aureus and E. faecalis by using Biomerieux Api® 20NE, Microgen®
GN-ID A, Microgen® Staph-ID and Microgen® Strep-ID identification Kits, respectively. After
identification, isolates were stored in Microbank™ cryovials at -80°C.
Among thirty-one K. pneumonia isolates, 14 were detected to have extended spectrum beta lactamase
enzyme (ESBL). Fifteen MRSA isolates, 14 VRE isolates and 25 “carpapenem and ciprofloxacin”
resistant A. baumannii isolates were included in the study. Isolated strains were provided from different

units of the hospital from different tissue samples.

Susceptibility Testing

Cefoxitin disc diffusion test, ESBL confirmatory test and microdilution methods were applied
through the guidelines of CLSI M100-S25 to determine the susceptibilities of the isolates [17]. ESBL
confirmatory test was applied to K. pneumoniae isolates and ceftazidim, ceftazidim/clavulanic-acid,
cefotaxim and cefotaxim/ clavulanic-acid were used to confirm the enzyme activity [17]. Cefoxitin disc
diffusion test was applied to S. aureus isolates to show methicillin resistance [17].
In microdilution method, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212 standard strains were used as quality control strains.
Meropenem (Sigma), imipenem (Sigma), ciprofloxacin (Sigma), vancomycin (Biomatik), ampicillin
(Biomatik), gentamicin (Sigma), and ceftazidim (Sigma) solutions were prepared and susceptibilities of

the isolates through the agents were determined [17].
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Disinfectant Efficacy Testing

P. aeruginosa ATCC 15442, E. coli ATCC 11229, Proteus mirabilis ATCC 14153, K.
pneumoniae ATCC 4352, S. aureus ATCC 6538 quality control strains and the isolates were used.
Commercial disinfectants containing orthophthalaldehyde, peracetic acid, sodium dichloroisocyanurate,
isopropanol, ethanol, benzalkonium chloride, glucoprotamine, quaternary ammonium propionate,
sodium hypochlorite which are used in Trakya University Hospital were included in the study. Since it
is intended to investigate the effectiveness of the actual conditions applied at the hospital, commercial
disinfectant agents were used in their packaged forms with the conditions applied in our hospital through
the manufacturers’ recommendations.

The disinfectants and conditions which the disinfectants are applied in our hospital are given in
Table 1.

Table 1. Conditions which the disinfectants are applied in our hospital

. Purpose of . . Formulation Application Contact
Disinfectant disinfection Active Ingredient Tested Procedure Time
D1 Medical devices Orthophthalaldehyde Undiluted Immséiljr:igo:]n the 5 min
D2 Medical devices Peracetic acid 2% Immersm_g in the 5 min
solution
Throwing into
D3 Water tanks and Sodium 2 tablets/ water and/or 10-15 min
surfaces exposed to | dichloroisocyanurate | 1 liter tab water immersing in the
organic pollution solution
Isopropanol, Ethanol,
D4 Surfaces Benzalk_o nium Undiluted _Spraying and -
chloride, wiping on surfaces
Glucoprotamine
Clean medical Ethanol, quaternary Spraying on the
D5 instruments ammonium Undiluted surface of the -
propionate instrument
D6 Hand [antiseptic] Ethanol Undiluted Rubbing over the 30-45
hands seconds
Calcium carbonate, Wiping on surfaces
D7 Surfaces anionic surfactant, Undiluted and rinsing with )
sodium carbonate, water
benzyl alcohol
Cationic surfactant Squeezing on the
D8 WC-Bath and HCI Undiluted curves of the -
surface
Non-ionic and 100gr or 200gr Wiping with floor
D9 Floors S - -
anionic active agent /8 It tab water mop
. . Wiping with cloth
D10 Surfaces Sodium hypochlorite 5% or applying directly -
on the surface

Qualitative Suspension Test

Standard bacterial strains and clinical isolates were cultivated on Tryptic Soy Agar (TSA) (LabM)

medium and incubated at 37°C for 18-24 hours. The third passage of the culture was used in the
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qualitative suspension test. Solutions of disinfectants were prepared in at least three different
concentrations. Stock solutions of the ready to use disinfectants were used as the first concentration
without diluting. A stock solution of 2 times the application concentration was used for D3 reach
application concentration for this disinfectant as the ¥4 dilution of the agent. All the disinfectant solutions
were prepared fresh and tested with standard bacterial strains and clinical isolates at 3, 5, 10, 15, 20 and
30 minutes in clean and dirty conditions.

Qualitative suspension test was applied through the guidelines of TS/EN/1040:2005 (formerly
TS/EN/1040:1999) [18]. The method was modified by using D/E Neutralizing Broth (Difco) instead of
adding a neutralizing agent in a medium and 24 wells sterile microplates were used as reported by
Kawamura-Sato et al. [19].

Bacterial inoculum was prepared at McFarland 0.5 concentrations (1.5-5x108 CFU/mL) and these

bacterial suspensions were used in the study. Disinfectant solutions were prepared with hard water.

Preparation of Hard Water

Solution A: 19.84g anhydrous MgClzand 46.24g anhydrous CaCl,are dissolved in sterile distilled
water with the final volume of 2000mL.

Solution B: 35.02g NaHCOs; is dissolved in sterile distilled water with the final volume of
1000mL. 600mL of water was added to 6mL of solution A, and then 8mL of B was added to this solution.
Sterile distilled water was added up to 2000mL. This mixture was filtered through a milipore filter and
sterilized. pH of the solution was set to 7.0=0.2.

Applications were performed at 21°C temperature. Bovine albumin (Merck) solution was used at
different concentrations for clean or dirty conditions as a decaying agent. Bovine albumin solution for
clean conditions was prepared at 0.3g/L, and for dirty conditions at 3g/L concentrations. All
disinfectants were tested in both clean and dirty conditions.

Stock solutions of ready to use disinfectants were used without diluting. D3 and D10 were diluted with
hard water.

The prepared disinfectant solutions were diluted with hard water containing appropriate amount
of BSA for clean and dirty conditions. Dilution was performed in sterile 24-well microplates. There was
ImL of disinfectant solution in every well of the plates after dilution. 100uL, McFarland 0.5 density
inoculum of bacteria were added to the wells and time was started immediately. After the selected
contact time, the sample was transferred to D/E Neutralizing Broth to stop the disinfectant activity. After
incubation at 37°C for 18-24 hours, changing of the medium color from purple to yellow was considered
as growth for fermentative bacteria. A. baumannii was recultivated on Tryptic Soy Agar to ensure
growth.

If there was growth; the disinfectant was considered to be ineffective in the tested concentration

at the tested time, and if there was no growth, the disinfectant was considered to be effective.
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Statistical Analyses
When 10 different disinfectants were applied on 4 different bacterial groups, it was revealed that

there was a significant difference between the bacterial groups by Oneway ANOVA analysis (p <0.05).

RESULT AND DISCUSSION

In our study, the effect of disinfectants on resistant bacterial isolates at 3 different concentrations,
including the concentration applied in the hospital, in clean and dirty conditions, and in different contact
times was investigated.

As a result it was determined that all isolates were susceptible in the application conditions.
However; peracetic acid, sodium dichloroisocyanurate, non-ionic active agent and sodium hypochlorite
containing disinfectants being used in the hospital were not effective against some strains isolated from
the hospital. Numbers of isolates susceptible to disinfectants in dirty and clean conditions at different
contact times are shown in Table 2.

There are certain numbers of microorganisms that can be killed by a certain amount of disinfectant
at a certain concentration. As the number of microorganisms increases, the concentration of disinfectant
or contact time increases [2]. For these reasons, standardization has been carried out in the tests for the
purpose of evaluating disinfectant activity. While showing differences between countries; parameters
such as standard microorganism species, inoculum of microorganism, presence of organic matter,
ambient temperature and pH, and neutralization agents have been standardized [20-24]. In addition, the
effects of environmental conditions on disinfectant activity were investigated in scientific studies and it
was shown that different results were obtained for different species of microorganisms [25-27].

Various methods have been developed to determine the effectiveness of disinfectant agents. The
tests that determine the effectiveness of disinfectants may be disinfectant activity tests or specific tests
for the purpose. All methods have the same purpose. One or more of these methods are used depending
on the organic or inorganic contaminants that may be present in the environment, the disinfectant
application area, the microorganism spectrum to which it may be effective [3, 6, 10, 14, 15, 18, 20, 23].
Suspension tests belong to the activity tests [3, 10, 22] and are frequently used to determine the
effectiveness of a disinfectant against bacteria after a specific contact period [15, 20, 28, 29, 31, 32].

Hospital infections are an important problem in our country as well as in the whole world, and
attempts are being made to develop appropriate disinfection policies to prevent this problem. Proper
selection and application of disinfectants and antiseptics may improve the quality of treatment by
reducing the unnecessary use of antibiotics and the length of hospital stay.lIt is therefore very important
to investigate efficacy of the disinfectants prior to the supply of these substances. However, disinfectants
used in hospitals should also be effective against microorganisms associated with hospital infection [19,
32, 33].
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Antimicrobial susceptibility of bacteria isolated from different hospital environments may differ
from each other. Okesola and Olola investigated the efficacy of disinfectants on P. aeruginosa isolated
from the same hospital and determined resistant and intermediate susceptible isolates to Chloroxylenol
(Dettol) and sodium hypochlorite (JIK) containing disinfectants. They suggested not using or changing
the application conditions of these two disinfectants [34].

Inan et al. have investigated the disinfectant efficacy to 10 isolates from each of E. coli, P.
aeruginosa, Acinetobacter sp. and MRSAisolated from their hospital. They reported that ethyl alcohol
was effective to MRSA isolates, Acinetobacter isolates and other isolates after 1st minute, 5th minute
and 20th minute exposure, respectively. While 10% solution of povidon iodure was detected to be
effective to all isolates, 1% solution was not effective to MRSA isolates at 1 and 5 minutes exposure.
1/25 diluted benzalkonium chloride was effective only to MRSA isolates. Phenolic compounds were
effective after 20 minutes exposure and the most effective agents were determined to be sodium
hypochlorite and glutaraldehyde to all isolates [35].

Eryilmaz M et al., have also studied the efficacy of some disinfectants to nosocomial infection
causing bacteria by quantitative suspension test. All of the isolates from their hospital were found to be
susceptible to 2% glutaraldehyde, 4% chlorhexidine gluconate, 7.5% povidone-iodine, 10% povidone-
iodine and 70% 2-propanole in all conditions. However, they determined resistant isolates to 3% H>O>
even after 10 minutes exposure. As a result of this study they commented that the studied disinfectants
being used in their hospital may be kept using; however 3% H>0O. should not be used because of the
resistant isolates [2].

In our study, the effect of disinfectants on resistant bacterial isolates at 3 different concentrations,
including the concentration applied in the hospital, in clean and dirty conditions, and in different contact
times was investigated. As a result it was determined that all isolates were susceptible to D4, D5, D6,
D7 and D8 in the application concentration and time, in both dirty and clean conditions. So, it has been
determined that these disinfectants are efficient for disinfection in our hospital.

D4 contains glucoprotamine as the active ingredient and Tyskiet al., who investigated the activity
of glucoprotamine not only on standard strains but also on clinical isolates, reported that it was effective
to all bacterial and fungal isolates at short time intervals [36]. This finding is also compatible with the
results of our study.

All bacterial isolates were susceptible to D1 in the stock solution, in both clean and dirty
conditions at 5 minutes application. However, 10 Acinetobacter isolates were determined not to be
susceptible to this agent in the % diluted concentration of the stock solution in dirty conditions at 5, 10,
15 minutes applications. In clean conditions, the number of non-susceptible Acinetobacter isolates were
6, 4 and 3, at 5, 10, 15 minutes intervals, respectively. While 3 of the ESBL isolates were resistant to

the ¥ diluted concentrations in both dirty and clean conditions up to 15 minutes, all ESBL isolates were
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resistant to D1 in % diluted concentrations. MRSA and VRE isolates were determined to be susceptible
to this disinfectant in all conditions. These findings show that D1 is an effective disinfectant when the
stock solution is used as applied in our hospital.

Table 2. Number of isolates susceptible to disinfectants in dirty and clean conditions at different contact

times
Disinfectant | Condition | Dilution | Bacteria Time (Minutes)

315 |10 | 15| 20" | 30
K 14114 | 14 | 14 | 14 | 14
1 A 25125 25 | 25 | 25 | 25
E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14114 | 14 | 14 | 14 | 14
K 10|11 11 | 11 | 14 | 14
_ v, A 24 25| 25 | 25 | 25 | 25
Dirty E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14
K 0 0 0 0 14 | 14
A 13|15 15| 15 | 25 | 25
Vi E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14

a
K 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14
1 A 25125 25 | 25 | 25 | 25
E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14
K 10 (10| 11 | 11 | 14 | 14
Clean v, A 25125 25 | 25 | 25 | 25
E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14
K 0 0 0 0 14 | 14
v, A 17119 21 | 22 | 25 | 25
E 15(15| 15 | 15 | 15 | 15
S 14 114 | 14 | 14 | 14 | 14
K 0 O (11| 11| 12 | 13
1 A 111 6 8 | 10 | 13
E 0|0 |15| 15| 15| 15
S 0 0|14 | 14| 14 | 14
K 0|0 6 5 5 6
. . A 00| O 0 0 0
Dirty /2 E |o0|o0|6 |99 |1
S 0|0 1 6 6 9
~ K 00| O 0 1 4
o y A ojlofo]lo]o]o
E 0|0 3 3 3 4
S 00| O 0 0 5
K 0| 0|12 13| 13| 13
1 A 1 1 9 12 | 17 | 20
Clean E 0| 0 |15| 15| 15| 15
S 0 0|14 | 14| 14 | 14
v, K 0| 0| 3 7 7 9
A 1 1 1 1 1 1
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Table 2 (continued). Number of isolates susceptible to disinfectants in dirty and clean conditions at

different contact times.

E 0]0 15|15 15] 15
S 00|14 |14 14| 14

K 0ololo|2]2] 3

” A 0lolo|lo0]o0]| o

E 006 |10]11| 11

s 005 |13]14| 14

K 0lo0] 1|11 1

. A 0ololo|2]6] 9

E 001215 15| 15

S 1114|1414 14

K 0lo|l o001 1

. 1 A 0lolo|o0]| 2] 5
Dirty & E 0lo] 2|22 2
S 1114|1414 14

K 0lo|l o001 1

” A 0lololo0]o0] o

E olol 2122 2

o S 1114|1414 14
o K oo 1] 11 1
. A 0l0| 5|8 |10] 14

E 00|15 |15 15| 15

S 1114|1414 14

K 0lo| 1|11 1

1 A olol 1|22 6

Clean & E 00|15 |15 15| 15
S 1114|1414 14

K 0lo|l o001 1

” A olo |11 ]2] 2

E 00|15 |15 15| 15

S 1114|1414 14

K 00|13 |13 ] 13| 13

. A 0lo] 1|11 1

E 11 [15]15 15| 15

S 1114|1414 14

K 0olo| 8|8 8] 8

. 1 A olo| 1|11 1
Dirty & E 1]1]15]15]15| 15
S 1114|1414 14

K olo| 77 7] 7

” A 0lo0] 1|11 1

o E 111415 15| 15
Q S 11141414 14
K 00|13 |13 ] 13| 13

. A 0lo] 1|11 1

E 11 15|15 15| 15

S 1114|1414 14

Clean K olo| 8|8 8] 8
” A 0lo 1|11 1

E 11 15|15 15| 15

S 1114|1414 14

3 K 0lo| 6|6 ]6] 6

A 0lo0] 1|11 1
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Table 2 (continued). Number of isolates susceptible to disinfectants in dirty and clean conditions at
different contact times.

E [1]1]15]15 15 15
S (1114|1414 14

K 10l0]3|3]3]5

., A o0lo0| 34612

E |o0]o0|15]15 1515

S (1114|1414 14

K 10l0]o0l0]o0]o0

. 1 A olol 1|2 4]s

Dirty /a E |o0]o0|15]15 1515

S |1 [113]13]13] 13

K 10l0]o0]0]o0]o0

A Jojolo]ol o2

18 E |o0]o0|5 |68 |11

o S 111313 ]13] 13
a K | 1]1[1010 1011
. A | 1011519 1923

E [o0]0|15]15 1515

S 1114|1414 14

K |o0lololo]o]1

1 A o]0l 3 ]2 639

Clean /A E 0015|1515 15

S 1114|1414 14

K 10l0]0]0]o0]o0

A Jolol 22147

18 E 0|0 15|15 1515

S 111314 14] 14

*K: ESBL isolates, A: Carpapenem and ciprofloxacin resistant A. baumannii isolates, E: VRE isolates, S: MRSA isolates

Peracetic acid is used in the disinfection or sterilization of critical instruments requiring high level
disinfection and its effect on bacterial biofilm and bacterial spores has also been reported [25,37].
Although, there is not much information about the effect of peracetic acid against resistant
microorganisms, some studies have reported some limitations of peracetic acid against resistant bacteria
[38, 39]. D2 has been used in our hospital by immersing the medical devices in the stock solution (2%
concentration) of the disinfectant for 5 minutes. In our study, the ¥ and % diluted concentrations of this
stock solution was also included in the study. Unfortunately, it was determined that the applied condition
was not effective to any of the isolates except 1 A. baumannii isolate, in neither dirty nor clean
conditions. However, it was efficient to all MRSA and VRE isolates in case of 10 minutes application.
5 of the A. baumannii isolates were found to be resistant even after 30 minutes application. After 10
minutes 2 of the ESBL isolates and after 15, 20 and 30 minutes 1 of the ESBL isolate were resistant to
D2. The disinfectant was effective to the standard strains; S. aureus ATCC 6538, K. pneumoniae ATCC
4352 and E. coli ATCC 11229 after 10 minutes application. As a result of our study it is not
recommended to be used in the hospital environment in the recommended conditions because of its

insufficiency to the multi-drug resistant isolates. Supporting our findings, Kampf et al., in their review
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of the literature, stated that peracetic acid used in endoscope disinfection is insufficient and resistant K.
pneumoniae and P. aeruginosa cases are seen [38]. However, in another study, the effect of two
commercially available disinfectants containing peracetic acid on the stainless steel surfaces
contaminated with S. aureus, E. coli and Candida albicans was investigated. It was reported that there
was no significant difference between these disinfectants in terms of microbial efficacy but D2 lost its
stability from the fourth day [39]. So, the reason why D2 was not effective could be the loss of stability.
In hospitals, as in many hospitals, disinfectants are supplied in their largest packages in order to be cost
effective. In this case, opened disinfectants may cause deterioration of their stability due to various
reasons during use. According to the results of our study and in accordance with this finding, our
proposal is to recommend that, packaging size of the disinfectant depending on the frequency of use of
commercially available disinfectants should also be mentioned in their manuals.

D9 and D10 are surface cleaners, so after wiping the surfaces, time is not calculated. D9 has been
using on floor cleaning by wiping the floor with a cloth or applied directly. Except one of the isolates,
all K. pneumoniae, MRSA and VRE isolates were detected to be susceptible to the first concentration
of the disinfectant after 10 minutes application. However, when the dilution factor increases the number
of the resistant isolates increased. A. baumannii isolates were resistant even to the first concentration of
the disinfectant. So, while the disinfectant is efficient for MRSA, VRE and ESBL isolates after 10
minutes, it does not have any effect on A. Baumannii isolates, which is a great problem for nosocomial
infections.

D10 contains 5% sodium hypochlorite and has been used for wiping the floor with a mop. The

application conditions were enough to kill the VRE and MRSA after 10 minutes; however, there were
still resistant ESBL and A. baumannii isolates even after 30 minutes application. Sodium
dichloroisocyanurate (NaDCC) has been an alternative for sodium hypochlorite due to its low toxicity,
its chlorine level being more stable and not being corrosive recently [40,41].
Type of the strain, virulence factors of the strain or the inappropriate storage conditions may have led
the disinfectants lose its ability. But what ever happened as the reason, 4 of the studied disinfectants
being used in the hospital are not effective against some drug resistant strains isolated from the hospital
and also by statistical analyze, the difference of the effect on different bacterial isolates was found to
be significant (p< 0,05).

Regardless of the number of isolates, even the resistance of a single isolate to the application
conditions of a disinfectant may lead to selection and proliferation of the strains which are not affected
by the disinfectants used in the hospital and this may cause hospital infections. Our results might

provide a reference to help selecting appropriate disinfectants for cleaning and disinfection in hospitals.
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MOLECULAR DOCKING STRATEGY FOR MULTI-TARGET
INHIBITOR DISCOVERY OF SELECTED PLANT CONSTITUENTS IN
BAUHINIA ACUMINATA

BAUHINIA ACUMINATA'DAKI SECILMIS FITO BILESENLERIN COK HEDEFLI
INHIBITOR KESFI ICIN MOLEKULER YERLESTIRME STRATEJISI

Muni Sireesha SUNKARA, Vinutha KUCHANA ), Neelima KUDUMULA

!Osmania University, Sarojini Naidu Vanita Pharmacy Mahavidyalaya, Department of Pharmaceutical
Chemistry, 500017, Hyderabad, India

ABSTRACT

Objective: Traditional medicine is often considered to be a kind of complementary or alternative medicine
(CAM) nowadays. Therefore, documenting and identifying the herbs that are effective in treating various
diseases is vital for future disease control programs. This study aims to perform a molecular docking analysis
of the thirteen plant components in Bauhinia acuminata against the target proteins in lung cancer (PDB IDs:
2ITY), breast cancer (1A52), diabetes (3L4U), obesity (1T02), inflammation (5COX) and corona viral infections
(6VYO).

Material and Method: All the plant components used for the present study were retrieved from the plant
Bauhinia acuminata and were evaluated for their biological activity results using molinspiration. Further in-
silico docking analysis was performed using AutoDock Vina software and the binding interactions were
visualized using Discovery studio program.

Result and Discussion: The docking scores and analysis of the interactions of the plant components with
targets suggest that all the selected plant components showed excellent binding to the chosen targets when
compared to that of the standard drugs. As a result of the docking process on 6 different targets, the selected
plant components like Quercetin, Beta-sitosterol, and Rheagenine were observed to show good binding energy
values against all the 5 targets except 6VYO as shown in (Table 9). These results can further pave the way for
getting better insights in identifying and designing potential lead candidates.

Keywords: AutoDock Vina, Bauhinia acuminata, discovery studio, molecular docking, plant components
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Amag: Giintimiizde geleneksel tip genellikle bir tiir tamamlayict veya alternatif tip (CAM) olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkili olan bitkilerin belgelenmesi ve tanimlanmasi
gelecekteki hastalik kontrol programlart icin hayati oneme sahiptir. Bu ¢alisma Bauhiniaacuminata'daki on ti¢
bitki bileseninin akciger kanseri (PDB IDs: 2ITY), meme kanseri (LA52), diyabet (3L4U), obezite (1T02),
inflamasyon (5COX) ve korona viral enfeksiyonlarindaki (6VYO) hedef proteinlere karsi molekiiler kenetlenme
analizini gerceklestirmeyi amaglamaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada kullanilan tiim bitki bilesenleri Bauhiniaacuminata bitkisinden alinmis
ve molinspirasyon kullanilarak biyolojik aktivite sonuglar: agisindan degerlendirilmistir. Ayrica AutoDockVina
yazilimi kullanilarak siliko i¢i yerlestirme analizi yapildr ve baglanma etkilesimleri Discoverystudio programi
kullanmilarak gorsellestirildi.

Sonug ve Tartisma: Yerlestirme puanlari ve bitki bilesenlerinin hedeflerle etkilesimlerinin analizi, segilen
tiim bitki bilegenlerinin standart ilaglarinkine kiyasla segilen hedeflere miikemmel baglanma gosterdigini
gostermektedir. 6 Farkli hedefe kenetlenme islemi sonucunda, Quercetin, Beta-sitosterol ve Rheagenin gibi
segilen bitki bilesenlerinin, gosterildigi gibi 6VYO hari¢ tiim 5 hedefe karsi iyi baglanma enerjisi degerleri
gosterdigi gozlenmigtir (Tablo 9). Bu sonuglar potansiyel potansiyel adaylari belirleme ve tasarlama konusunda
daha iyi kavrayiglar elde etmenin oniinii daha da acabilir.

Anahtar Kelimeler: AutoDock Vina, Bauhinia acuminata, bitki bilesenleri, discovery studio, molekiiler
yerlestirme

INTRODUCTION

The World Health Organization (WHO) defines traditional medicine as: “the sum of total
knowledge, practices, and skills based on the historical theories, beliefs, and experiences in indigenous
to various cultures that are used to maintain the human or animal health and to prevent, diagnose,
improve, or treat physical/mental illnesses™ [1].

Herbal remedies are widely used in both developing and developed world countries to treat
various illnesses indispensable [2]. The WHO reported, to treat their illnesses about 80% of the world’s
population are depending primarily on traditional medicines. Traditional medicine is often considered
to be a kind of complementary or alternative medicine (CAM) [3] nowadays. Herbal medicines include
herbal preparations, raw herbs, and finished herbal products, as well as additives derived from different
kinds of plant parts/herbs. Many advantages are shown by the active components of these herbs, like
lower toxicity and allergenicity than when compared to some commercial medications, regulating
immunological responses, and causing viral destruction [4]. In the research trials [5], various common
herbs have been used to prevent viral infections, and their efficacy has been demonstrated. Therefore,
documenting and identifying the herbs that are effective in treating various contagious diseases is vital
for future disease control programs.

Bauhinia acuminata is an ever green shrub belonging to the family of Fabaceae grown in the areas
of South east Asia such as Malaysia, Indonesia, or the Philippines. For conventional drugs, bark, leaves,
stem, blooms, and roots have been utilized. In India, it is a traditional plant, and its extract in studies
have shown that Bauhinia acuminata have significant biological activities such as in the treatment of

lung cancer [6], breast cancer [7], anti-diabetic [8], anti-obesity [9], anti-inflammatory [10]. Based on
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the reported anti-lung cancer, anti-breast, anti-diabetic, anti-obesity activities, molecular docking studies
have been planned to establish the contribution of the activity by the plant components.

Bauhinia acuminata has been chemically studied and reported wherein the important chemical
constituents isolated from Bauhinia acuminata which are depicted in (Table 1) are chosen for our
studies. All the plant components will be evaluated in this study on the docking behavior of EGFR [11],
ESTROGEN ALPHA RECEPTOR [12], ALPHA GLUCOSIDASE [13], HMG COA [14], 5COX [15],
SAR COV-2 [16] using an In silico molecular docking analysis with AutoDock Vina software and also

an investigation on the enzymes binding sites using Discovery Studio Version 3.5.

MATERIAL AND METHOD

The X-ray crystallographic structures of six different targets 2ITY (Lung cancer), 1A52 (Breast
cancer), 3L4U (Diabetes), IT02 (Obesity), 5COX (Inflammation), 6VYO (Corona Virus infection) were
retrieved from protein databank and saved as a Brookhaven protein data bank file [17]. For all the six
targets, the standard ligands were selected from the literature review and downloaded from Pubchem
Database as depicted in (Figure 1). The 2D structures of all thirteen plant components were sketched
using ACD/Chemsketch Software as shown in (Table 1). The generated ligands were cleaned and
performed 3D optimization and then saved in the MDL Molfile format. The ligands were then converted
to a PDB file format using the Open Babel chemistry toolbox. AutoDock Vina [18] (Academic
version.1.2.0, Molecular Graphics Lab (how CCSB) at The Scripps Research Institute) was used for
molecular docking studies. A grid was generated around the co-crystallized ligand. The coordinates
were generated with the help of MGL Tools and Pharmit: interactive exploration of chemical space [19].
Prepared pdbgt files for both target and ligands by adding Polar hydrogens and Gasteiger charges.
Created in-house batch file of ligands and target and then docking was performed in the absence of water
molecules for all the plant components [20]. The molecules were then analyzed after docking and
visualized in the Discovery Studio Version 3.5 [21] for the interactions with the active site amino acids.
Further to optimize the docking process all the crystal structures of the targets compared with the

standard ligands. Ligand interactions were shown in (Figure 1 to Figure 6).

RESULT AND DISCUSSION

Bioactivity score is a computational approach that can be used to determine whether or not a
particular molecule is similar to the known drugs in its structural features and molecular properties.
According to the bioactivity score, if >0 is active; if (—=5.0 to — 0.0) is moderately active, and if <—5.0 is
inactive. In the present study, all the thirteen plant components of Bauhinia acuminata showed active

scores (>0) toward enzyme inhibitors descriptors. However, for other descriptors, these compounds
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exhibited active to moderate active scores with none showing inactive score (<—5.0), as shown in (Table

2) which is already reported and is considered for our present work [22].

Table 1. Names and structures of the plant constituents of Bauhina acuminata

S.No Plantconstituent Structure

OH o

1 Quercetin

HiC. N\
2 Neophytadiene W%
CH;
3 Rheagenine ‘L

o ° L
O\
OH OH
4 Alpha humulene @ ’
Eeea
HzC
5 Isoaromadendrene epoxide -
HazC
Hg
o
6 Butanedioic acid diethyl ester He” o O~ ~CHs
[e)
Haoe e _m
7 9,12,15-octadecatrienoic acid }H
HOW "
O CH
| e 1
8 Beta-ionone HaS i
HaC
9 9,12-octadecadienoic acid ’
HzC_ - CHg

10 Alpha muurolol HQC\@Q

11 Bauhinione
12 Beta-sitosterol
13 Kaempferol-3-glucoside o Y
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Table 2. Computed biological activity results of the plant constituents of Bauhinia acuminata by

molinspiration

Plant GPCR lon Kinase Nuclear Protease Enzyme
S.No - ; Channel .~ Receptor L 7
Constituent Ligand Inhibitor - Inhibitor | Inhibitor
Modulator Ligand
1 Quercetin -0.06 -0.19 0.28 0.36 -0.25 0.28
2 Neophytadiene -0.12 -0.02 -0.35 0.2 -0.11 0.14
3 Rheagenine 0.21 0.13 -0.14 -0.09 0.02 0.17
4 Alpha humulene -0.14 0.02 -0.93 0.34 -0.67 0.31
5 Isoaromadendrenee |, a9 037 -0.69 -0.01 0.02 -0.05
poxide
g | Butanedioicaciddiet |\ o5 -0.35 -1.19 -0.91 -0.92 -0.46
hyl ester
9,12,15-
7 octadecatrienoic 0.29 0.17 -0.16 0.31 0.12 0.38
acid
8 Beta-ionone -0.9 -0.26 -1.34 0.25 -0.79 0.28
9,12-
9 octadecadienoic 0.29 0.17 -0.16 0.31 0.12 0.38
acid
10 Alpha muurolol -0.09 0.05 -0.87 0.39 -0.63 0.4
11 Bauhinione -0.13 -0.18 0.1 0.06 -0.29 0.34
12 Beta-sitosterol 0.14 0.04 -0.51 0.73 0.07 0.51
13 Kaempferol-3- 0.06 0.05 0.1 0.2 0.05 0.41
glucoside

In this in silico study, we have seen that thirteen plant components of Bauhinia acuminata
exhibited the most negative value of docking score toward 2ITY, 1A52, 3L4U, IT02, 5COX means the
best affinity was formed except for 6VYO. The docking scores and analysis of the interactions of the
plant components with targets suggest that all the selected plant components showed excellent binding
to the chosen targets when compared to that of the standard drugs.

Molecular docking interactions of all plant components with the target 1A52 were elucidated, and
it was observed that various hydrogen bond interactions with aminoacids LEUA:387, ILEA:424,
META:421, HISA:524, GLYA:521, GLUA:353, ARGA:394, ARGA:434, LEUA:384, META:388,
META:343, THRA:347, LEUA:349, LEUA:354, LEUA:428, META:388, TRPA:383, ARGA:515,
GLUA:323, TRPA:393 were determined. Binding energies of all the compounds were found between -
5.6 to -8.6 kcal/mol which were illustrated in (Table 3). All the plant components except Butanedioic
acid diethyl ester showed more binding energies than the standard Tamoxifen (-6.2 kcal/mol).

All the plant components when docked with target 2ITY the following hydrogen bond interactions
with aminoacids LEUA:844, PROA:794, LYSA:745, META:793, LYSA:745, LEUA:718, VALA:726,
ASPA:855, GLYA:719, LEUA:844, GLNA:791, GLUA:762, THRA:854, SERA:720, ASPA:855 were
determined. Binding energies of all the compounds were found between -5.1 to -9.2 kcal/mol which
were illustrated in (Table 4). Among all compounds, Rheagenine, Beta-sitosterol, Bauhinione,
Quercetin, Kaempferol-3-glucoside, and Isoaromadendrene epoxide showed more binding energies than
the standard Erlotinib ( -7.1 kcal/mol).
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Table 3. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of the

phyto-constituents of Bauhinia acuminata the target 2ITY

Binding Hydrogen Bond
S.No Plant constituent Energy yarogen Alkyl/m Alkyl Interactions
Interactions
(kcal/mol)
META:793
. ! LEUA:844, LEUA:718, ALAA:743
1 Quercetin -8 GLNA:791, ASPA:855, o e !
GLUA:762 LYSA:745, VALA:726
. . LEUA:844, LEUA:718, ALAA:743,
2 Neophytadiene -5.3 META:793 VALA726
3 Rheagenine -9.2 LEUA:844, META:793 ALAA:743, VALA:726
4 Alpha humulene -6.7 LEUA:718 VALA:726
5 Isoaromadendreneepoxide -7.4 No Interactions LEUA:858, LEUA:747, PHEA:723
Butanedioicaciddiethyl GLYA:719, SERA:720,
6 ester -5.5 PHEA:723, THRA:725, | LEUA:718, VALA:726, CYSA:797
LYSA:745, ASPA:855
9,12,15-octadecatrienoic ) VALA:726, LEUA:844, LEUA:718,
! acid -6 ASPA855 LEUA:792, ALAA:743, META:793
. VALA:726, LEUA:844, .
8 Beta-ionone -6.4 META:793 No Interactions
L LYSA:745, ASPA:855, | LEUA:844, LEUA:718, ALAA:743,
9 9,12-octadecadienoic acid -5.1 THRA:854 VALA:726
. LEUA:844, CYSA:775, LEUA:718,
10 Alpha muurolol -6.8 No Interactions LEUA-.792. ALAA-743, VALA:726
- . . ALAA:743, LEUA:844, LEUA:718,
11 Bauhinione -8.1 LYSA:745, ASPA:855 VALA-726
12 Beta-sitosterol -8.4 PROA:794, LEUA:844 | ALAA:743, LEUA:718, VALA:726
. . . LEUA:844, LEUA:718, ALAA:743,
13 Kaempferol-3-glucoside -7.9 META:793, GLUA:762 VALA726, LYSA:745
14 ERLOTINIB 71 LYSA:745, THRA:854, | ALAA:743, LEUA:844, LEUA:718,
(STANDARD) ' GLYA:721, GLYA:719 VALA:726

All the plant components when docked with target 3L4U target the following hydrogen bond
interactions with amino acids ASPA:203, THRA:204, LYSA:480, THRA:205, GLUA:333, TYRA:299,
HISA:600, ASPA:203, THRA:205, GLNA:603, ASPA:203, GLUA:404, ASPA:542, ARGA:526,
ARGA:542, THRA:205, LYSA:480, PHEA:450, GLUA:404, ASPA:443. Binding energies of all the
compounds were found between -5.3 to -8.3 kcal/mol which were illustrated in (Table 5). Among all
compounds Rheagenine, Beta-sitosterol and Quercetin showed more binding energies than the standard
Acarbose (-7.1 kcal/mol).

All the plant components made hydrogen bond interactions with aminoacids ASNB:375,
GLYA:536, TYRB:373, ASNA:375, ASNB:375, PHEB:142, GLYB:225, GLNA:241, PROB:538,
LYSA:333, GLYA:227, HISB:226, ASNA:375, GLNB:374, VALB:228, ARGB:376, TRPB:139,
GLNA:241, ARGB:376, ARGA:376, GLYA:225, LYSA:333, GLUB:140, LEUB:145, ASNB:144,
LEUA:145, TYRA:373 in the active site of 5COX target. Binding energies of all the compounds were
found between -5 to -9.9 kcal/mol which were illustrated in (Table 6). Among all compounds,

Rheagenine, Beta-sitosterol, Bauhinione, Quercetin, Kaempferol-3-glucoside, Iso aromadendrene
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epoxide, alpha Muurolol, Alpha Humulene, Beta-lonone, and Butanedioic acid diethyl ester showed

more binding energies than the standard Aspirin (-5.8 kcal/mol).

Table 4. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of

Bauhinia acuminata the target 1A52

) Binding .
S. No Plant Constituent energy Hydrogen Alkyl/z Alkyl Interactions
Bond Interactions
(kcal/mol)

) . META:421, ILEA:424,

1 Quercetin -8.5 GLYA:;&E;;ZA'%& LEUA:391, ALAA:350,
) LEUA:387, PHEA:404, LEUA:384

. . LEUA:525, LEUA:387,

2 Neophytadiene -6.8 LEUA'.;_‘FZQ%AM;EA'SS& LEUA:391, PHEA:404,

' ALAA:350, LEUA:384
3 Rheagenine -7.2 No Interactions LEUA:354, TRPA:383, ASPA:351

4 Alpha humulene -8 LEUA:384, META:388 No Interactions

. . LEUA:509, HISA:513, ILEA:510,

5 Isoaromadendreneepoxide -8.3 ARGA:434 PHEA:404, LEUA:384

Butanedioicaciddiethyl . . LEUA:403, ARGA:394,
6 ester -6 GLUA:323, TRPA:393 | \1e7 306, PROA:324, ILEA:326

LEUA:346, PHEA:404,

9,12,15-octadecatrienoic . . META:388, LEUA:391,

! acid -7 HISA:524, GLYA:521 LEUA:387, ALAA:350,
LEUA:384, LEUA:525, TRPA:383

. . ALAA:350, LEUA:387,

8 Beta-ionone -7.2 THRA:347 PHEA-404 LEUA:391

TRPA:383, ALAA:350,

LEUA:384, LEUA:525,

9 9,12-octadecadienoic acid -6.8 ARGA:394, LEUA:387 PHEA:404, ILEA:424,

META:421, LEUA:391,

META:388, LEUA:346

ALAA:350, LEUA:387,

10 Alpha muurolol 7.9 META:343, THRA:347, PHEA:404, LEUA:525,

P ' LEUA:349 LEUA:384, TRPA:383,

LEUA:346, META:421

1 Bauhinione 86 LEUA:387, ILEA:424, LEUA:346, ALAA:350,

' META:421, HISA:524 PHEA:404

. ) VALA:376, ILEA:358,

12 Beta-sitosterol -7 LEUA:354 LEUA:372. TRPA:383

ILEA:424, META:421,

13 Kaempferol-3-glucoside -8.4 ARGA:394, GLUA:353 LEUA:387, ALAA:350,

LEUA:391
TAMOXIFEN . . . .

14 (STANDARD) -6.2 ARGA:515 LEUA:508,LEUA:479, ILEA:451

Molecular docking interactions of the plant components were elucidated with 6VYO target, were
various hydrogen bond interactions like ALAA:50, TYRA:111, ARGA:88, TYRA:109, ALAA:55,
ARGA:107, ASNB:153, VALA:158, ILEB:157, ILEB:146, THRB:76, ASNB:77, ALAA:55,
ARGA:107, ASNB:75, SERA:105, SERB:79, THRB:141, HISA:59, ASPB:81 were observed. Binding
energies of all the compounds were found between -5.7 to -9.7 kcal/mol which were illustrated in (Table
7). Among all compounds, Isoaromadendreneepoxide showed more binding energy than the standard
N3 inhibitor of 6LU7 (-5.8 kcal/mol).
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Table 5. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of

Bauhinia acuminata the target 3L4U

151

Bindin Hydrogen Bond
S.No Plant Constituent genergy yarogen Alkyl/zm Alkyl Interactions
Interactions
(kcal/mol)
ASPA:443, META:444,
1 Quercetin -7.3 ASPA:542 PHEA:575, TYRA:299,
TRPA:406
TRPA:441, HISA:600,
2 Neophytadiene -5.7 TYRA:299 PHEA:575, TRPA:406,
PHEA:450
. LYSA:480, ASPA:542.
3 Rheagenine -8.3 ASPA:203 TRPA406
4 Alpha humulene -6 No Interactions PHEA:575, ALAA:576
5 Isoaromadendrene epoxide -5.8 GLUA:333 ARGA:334
Butanediioic acid diethyl THRA:205, ILEA:328, TRPA:406,
6 ester -5.9 ASPA:203, TYRA:605, PHEA:575,
THRA:204 ALAA:576, TYRA:299
. TYRA:299, PHEA:575,
7 9'12'15'0‘:;@?(1“&”'9”0"; 55 HISA:600 ALAA:576, TYRA:605,
ASPA:443
8 Beta-ionone -5.3 GLNA:603 TRPA:406
LYSA:480, TRPA:406,
9 9,12-octadecadienoic acid -5.4 THRA:205 PHEA:575, PHEA:450,
ILEA:328, TYRA:299
10 Alpha muurolol -5.4 ASPA:203 PHEA:450, LYSA:480
LYSA:480,
11 Bauhinione -6.4 PHEA:450, No Interactions
GLUA:404
12 Beta-sitosterol -7.5 GLUA:404 PHEA:575, PHEA:450
ARGA:526, . .
13 Kaempferol-3-glucoside -7.1 ASPA:542, TYRALI_ZF?gA?rO%A'WS'
ASPA:443 )
TYRA:301, GLUA:333,
14 (QTCS\FIQDBEFEE) -7.1 No Interactions ASPA:340, GLUA:300,
ASPA:329, GLYA:302

All the plant components made hydrogen bond interactions with aminoacids PHEA:10,
ALAA:63, ARGA:18, PROA:61, SERA:66, ARGA:18, VALA:64, VALA:87, ALAA:88, ARGA:11,
PROA:275, VALA:81, TYRA:62, ASNA:67, SERA:91, PROA:84 in the active site of 1T02 target.

Binding energies of all the compounds were found between -6.32 to -8.7 kcal/mol were illustrated in

(Table 8). Among all compounds, Rheagenine, Beta-sitosterol, Bauhinione, Quercetin showed more

binding energies than the Standard Simvastatin (-7.7 kcal/mol).

As a result of the docking process on 6 different targets, the selected plant components like

Quercetin, Beta-sitosterol, and Rheagenine were observed to show better binding energy values against

all the 5 targets except 6VYO as shown in (Table 9).

This present study has paved the way in understanding that some of the plant components of

Bauhinia acuminata may act as potential inhibitors against enzyme targets namely 21TY, 1A52, 3L4U,
ITO2, 5-COX except 6VYO.
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As a result of the docking process on 6 different targets, the selected plant components like
Quercetin, Beta-sitosterol, and RHEAGENINE were observed to show good binding energy values
against all the 5 targets except 6VYO. This research can further provide better insights in identifying
and designing potential lead candidates against Lung cancer, breast cancer, diabetes, obesity, and

inflammation in the area of drug discovery.

Table 6. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of

Bauhinia acuminata the target 1T02.

Binding Hydrogen Bond
S.No Plant Constituent energy ydrogen Alkyl/m Alkyl Interactions
Interactions
(kcal/mol)
. ASNA:67, SERA:91, . .
1 Quercetin -7.8 ALAA88 VALA:87, ARGA:11
VALA:64, ALAA:63,
2 Neophytadiene -6.3 No Interactions ARGA:18, LEUA:19, ILEA:22,
LEUA:36, PHEA:10, PROA:15
. SERA:66, ALAA:88, VALA:87, ALAA:63, PHEA:10,
3 Rheagenine 8.7 ARGA:18 ARGA:11
4 Alpha humulene -7.1 LEUA:19, ARGA:18 No Interactions
5 Isoaromadendrene 73 PROA:275, VALA:81 VALA:278, TRPA:284
epoxide
VALA:87, ALAA:8S,
Butanedioic acid . . ARGA:11, LEUA:19, ILEA:22,
6 diethyl ester -6.6 ARGA:18, VALA'64 ILEA:344, TYRA:62, LEUA:36,
LEUA:19
9,12,15- . . VALA:87, PHEA:10, ALAA:63,
7 octadecatrienoic -6.7 SERA\‘}?LE%ZA'QL PROA:15, ARGA:18, LEUA:19,
acid ’ ILEA:22, LEUA:36, TYRA:62
8 Beta-ionone -6.3 ARGA:18 ILEA:22, VALA:64, LEUA:19
9,12- SERA:66, SERA:91, VALA:64, ALAA:G3,
9 octadecadienoic -6.4 VALA:87, ALAA:8S, ARGA:18, LEUA:19, ILEA:22,
acid ARGA:11 LEUA:36, PHEA:10
ILEA:344, VALA:64, LEUA:36,
10 Alpha muurolol -7.6 TYRA:62 ILEA:22, LEUA:19, PROA:15,
ARGA:18
- ASNA:67, SERA:66, .
11 Bauhinione -8 SERA:91, ARGA:11 ALAA:88
. . PROA:61, ALAA:63, VALA:87,
12 Beta-sitosterol -8.3 PROA:84 ARGA11
13 Kaempferol-3- 76 No Interactions LEUA:19, ILEA:22, VALA:87
glucoside
SIMVASTATIN PHEA:10, ALAA:63, .
14 (STANDARD) - ARGA:18, PROA61 VALASBT
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Table 7. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of

Bauhinia acuminata the target 5COX

S No Plant Constituent Binding energy Hydrogen_Bond Alkyl/n Alkyl
(kcal/mol) Interactions Interactions
TYRB:373,
GLNB:374,
1 Quercetin -8.4 ARGA:376, PHEA:142
ASNA:375,
TYRA:373
. . PHEB:142, LEUB:145,
2 Neophytadiene -5 LEUA:145 PHEA-142
ASNB:375,
ASNA:375,
3 Rheagenine -9.9 ARGB:376, No Interactions
LEUB:145,
LEUA:145
4 Alpha humulene -6.5 PHEB:142 No Interactions
Isoaromadendrene PHEB:142, .
5 enoxide -7.1 ARGB:376, No Interactions
P LEUA:145
6 Butanediolc acid diethyl 6.2 PROB:538 PHEA:142
7 %12 I>-octadecatrienolc 5.2 HISB:226 LEUA:145, PHEA:142
GLNA:241,
. TRPB:139, .
8 Beta-ionone -6.2 LYSA:333. LEUA:238
GLUB:140
. . GLYA:227, LEUA:145, PHEB:142,
9 9,12-octadecadienoic acid -5.4 ASNA-375 LEUB:145
GLYB:225, HISB:226, LEUB:145,
10 Alpha muurolol -6.7 ASNB-375 PHEA:142
ASNA:375,
11 Bauhinione -8.1 LEUA:145, PROA:538, PHEB:142
GLYA:225
12 Beta-sitosterol -9.3 GLYA:536 PHEB:142
. ASNB:375, .
13 Kaempferol-3-glucoside -8.1 VALB-228 PROB:538
LYSA:333,
GLNA:241, .
14 ASPRIN (STANDARD) -5.8 GLUB:140, No Interactions
ASNB:144

Table 8. Calculated binding energy values and interaction properties of the plant constituents of

Bauhinia acuminata the target 6VYO

Binding Hydrogen Bond
S.No Plant Constituent energy yarog . Alkyl/zm Alkyl Interactions
Interactions
(kcal/mol)

1 Quercetin -8.1 ASNB:153 ARGA:107, TRPB:52, ALAA:55

. . ILEB:74, ILEB:157, VALA:158,
2 Neophytadiene -5.7 No Interactions TRPB:52, CLA:202, ILEB:146
3 Rheagenine -7.9 THRB:76, ASNB:77 ILEB:157, VALA:158
4 Alpha humulene -8.7 No Interactions No Interactions
5 Isoaromadendrene 97 VALA:158, ILEB:157, TRPB52

epoxide

ILEB:146
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Table 8 (continued). Calculated binding energy values and interaction properties of the plant

constituents of Bauhinia acuminata the target 6VYO.

Binding Hydrogen Bond
S.No Plant Constituent energy yarog . Alkyl/m Alkyl Interactions
Interactions
(kcal/mol)
Butanedioic acid ALAASS, ARGAILOT, | ) ep.157 Al AAB0, TYRA109,
6 diethyl ester o7 ARGA:149, ASNB:154, VALA:158, TRPB:52
y ASNB:153 0 :
9,12,15- ARGA:92, ARGA:107, , , _
! octadecatrienoic acid 6.4 THRB:148 CLA:202, TRPB:52, ILEB:146
8 Beta-ionone -7.8 ALAA:55,ARGA:107 TRPB:52
9 9,12-octadecadienoic 63 ALAB:155, ALAA:156, ILEB:146, ILEB:157, CLA:202,
acid ' ASNB:154 ALAA:55, TYRA:109, TRPB:52
. ILEB:157, VALA:158, TRPB:52,
10 Alpha muurolol -7.8 No Interactions ALAASS
SERA:105, SERB:79, , , _
11 Bauhinione -6.9 THRB:141, HISA:59, HISB:145, ?SRPOBBlsz LYSA102,
ASPB:81 '
12 Beta-sitosterol -7.2 No Interactions TYRA:172, PROB:80, PROB:162
13 Kaempferol-3- .76 ALAA:55, ASNB:75 ILEB:146, TRPB:52, ARGA:107
glucoside
ALAA:50, TYRA:111,
N3 INHIBITOR of ARGA:88, TYRA:109, . .
14 6LU7 (STANDARD) 8.7 ALAA:55, ARGA:107, PROA:117, TRPB:52
ASNB:153

Table 9. Binding energy values of prioritized plant constituents of Bauhinia acuminata againsts

elected targets

STD: TAMOXIFEN

BAUHINONE

QUERCITIN

AEHa

Target protein 2TY | 1a52 | 3tau [ 102 | scox | 6vYo

Plant constituent Binding energy (kcal/mol)

Quercetin -8 -8.5 -7.3 -7.8 -8.4 -8.1

Beta sitosterol -8.4 -7 -71.5 -8.3 -9.3 -7.2

Rheagenine -9.2 -1.2 -8.3 -8.7 -9.9 -7.9

Standard -7.1 -6.2 -7.1 -1.7 -5.8 -8.7
Name Structure Binding interactions

AL

alhba

2

Figure 1. Docking interaction of Tamoxifen (Standard), Bauhinione and Quercetin within the active

site of target 1A52
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Name
STD: ERLOTINIB

RHEAGENINE

BETA- SITOSTEROL

Structure

H,C—O,

Binding interactions

B e O A
P

A%
9
N o
o
LEU
5 A5da
A\:/%S
MET,
A:793
s
afhe
LEL
AbYy A:bda

Figure 2. Docking interaction of Erlotinib (Standard), RHEAGENINE and Beta-sitosterol within the

active site of target 2ITY

Name Structure Binding interactions
HO OH a
STD: ACARBOSE o o e
OH OH
Q OH
° oH -}
HO CHj OH ., A
o ®
HO o NH  oH - i
HO OH = -
RHEAGENINE NH Ao
) 363
. O O
t\ /o ) o
O O’O: o
OH OH .
BETA- SITOSTEROL HaC cH,
C .
' CH,
5% Kads

Figure 3. Docking interaction of Acarbose (Standard), RHEAGENINE and Beta-sitosterol within

the active site of target 3L4U
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Name Structure Binding interactions
STD: ASPIRIN 0 CH3
HO 0 o 5 AX33
T i
@) A5hh
Cae] &2146
RHEAGENINE = P
NH = b
6“5'7“5 A:375
BETA SITOSTEROL €0
B:145
s ASY
Fiy?)

Figure 4. Docking interaction of Aspirin (Standard), RHEAGENINE and Beta-sitosterol within the

active site of target 5COX

Name

STD: SIMVASTATIN

RHEAGENINE

BETA SITOSTEROL

Structure

Binding interactions
2

K5

>»
b

»e

Figure 5. Docking interaction of Simvastatin (Standard), RHEAGENINE and Beta-sitosterol within

the active site of target 1T02
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Name Structure Binding interactions
STD: N3 INHIBITOR e S b
OF6LU7 ?
o) i
NP0 "
M NH > @ i)
/>N He N 0 fig, N am
HC™ o CH,
ks .
ISOAROMADENDRENE H3C ks
EPOXIDE H5C oli57
o
H3C o
CHg
ALPHA HUMULENE H3C
CHj
CHs
HsC

Figure 6. Docking interaction of N3 Inhibitor of 6LU7(Standard), Isoaromadendrene epoxide and

Alpha Humulene within the active site of target 6VYO
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ORIGINAL ARTICLE / OZGUN MAKALE

A STUDY ON PHYTOCHEMICAL ANALYSIS AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITY OF QUERCUS MACRANTHERA SUBSP. SYSPIRENSIS (K.
KOCH) MENITSKY BRANCH AND LEAF EXTRACTS

QUERCUS MACRANTHERA SUBSP. SYSPIRENSIS (K. KOCH) MENITSKY’IN DAL VE
YAPRAK EKSTRELERININ FITOKIMYASAL ANALIZI VE ANTIBAKTERIYEL AKTIVITESI
UZERINE BIR CALISMA

Merve Eylul KIYMACI ¥ (®, Kenan Can TOK 2, Muhammed Mesud HURKUL ?

YUniversity of Health Sciences Turkey, Giilhane Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Microbiology, Ankara, Turkey
2Ankara University, Institute of Forensic Sciences, Department of Forensic Toxicology, Ankara,
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SAnkara University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Botany, Ankara, Turkey

ABSTRACT

Obijective: Oak species are medicinal plants with traditional use around the world. These species, which
are very rich in tannins, have potential as antibacterial agents in terms of the polyphenolic compounds content.
In this study, the antibacterial potential and phytochemical content of the branches and leaves of Quercus
macranthera subsp. syspirensis, which is endemic to Turkey, were investigated.

Material and Method: Plant materials were collected from Arag¢ (Kastamonu/Turkey) in 2020. Methanol
extracts were prepared from dried and powdered branches and leaves. The antibacterial activity test was
evaluated by broth microdilution method as a minimal inhibition concentration (MIC) against Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 and Bacillus subtilis ATCC 6633. The GC-MS analysis of extracts were performed
using an Agilent 6890 gas chromatograph equipped with an Agilent 5973N quadrupole mass spectrometer
(Agilent, USA). The compounds were identified by comparing the mass spectrum ratio of the sample with the
data available in NIST 2014 Mass Spectral Library.
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Result and Discussion: As a result, it was found that the branch extracts were more effective than the leaf
extracts and both branch and leaf extracts showed the highest activity against Bacillus subtilis ATCC 6633 strain
(48.8 ug/ml, 97.6 ug/ml, respectively). The extracts also showed antibacterial activity at varying concentrations
on other test strains.

Keywords: Antibacterial, branch, GC-MS, leaf, Quercus macranthera subsp. syspirensis
0z

Amag: Mese tiirleri diinya genelinde geleneksel kullanimi olan tibbi bitkilerdendir. Tanen bakimindan
olduk¢a zengin olan bu tiirlerin icerdikleri polifenolik bilesikler agisindan antibakteriyel ajan olarak
potansiyelleri vardwr. Bu ¢alismada Tiirkiye igin endemik olan Quercus macranthera subsp. syspirensis’in dal
ve yapraklarmmin antibakteriyel potansiyeli ve fitokimyasal icerigi arastirilmigtir.

Gerec ve Yontem: Bitki materyalleri 2020 yilinda Arag'tan (Kastamonu/Tiirkiye) toplanmustir. Kurutulmus
ve toz haline getirilmis dal ve yapraklardan metanol ekstreleri hazirlanmistir. Antibakteriyel aktivite, minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) olarak sivi mikrodiliisyon yontemiyle, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC
19606 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 mikroorganizmalari tizerine test edilmistir. Ekstrelerin GC-MS analizi,
Agilent 5973N dort kutuplu kiitle spektrometresi (Agilent, ABD) ile donatilmig bir Agilent 6890 gaz kromatografi
kullanilarak yapilmistir. Bilegikler, numunenin kiitle spektrum oram NIST 2014 Kiitle Spektral Kiitiiphanesinde
bulunan verilerle karsilastirilarak tanimlanmistir.

Sonug ve Tartisma: Sonug olarak, dal ekstrelerinin yaprak ekstrelerinden daha etkili oldugu bulundu ve
her iki ekstrenin de en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi Bacillus subtilis ATCC 6633 susuna karsi gosterdigi
belirlendi. Ekstreler ayrica diger test suslart iizerinde degisen konsantrasyonlarda aktivite gésterdi.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel, GC-MS, dal, yaprak, Quercus macranthera subsp. syspirensis

INTRODUCTION

In the search for a solution to antimicrobial resistance that has emerged in recent years, active
substances obtained from plants come to the fore. Although 25-50% of existing pharmaceuticals are
obtained from herbal raw materials. Plants contain various secondary metabolites with antimicrobial
activity such as tannins, terpenoids, alkaloids and flavonoids that are one of the go-to reservoirs to
alleviate this problem [1].

The distribution areas of the genus Quercus L. are in the Northern Hemisphere and these plants,
called oaks, have 461 accepted species worldwide [2, 3]. Oak species are rich in tannins, they are also
known to contain gallic acid, caffeic acid, ferulic acid, ellagic acid, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin,
(+)-catechin and (+)-gallocatechin [4-10]. It is widely used as traditionally in the treatment of diabetes,
wounds, respiratory diseases, diarrhea, obesity, fungus, ulcers, toothache, hemorrhoids, abscesses,
dermatitis and burns [11-24]. It has been proven that the medically important Quercus species have
antibacterial, anticancer, gastroprotective, antiviral, cardioprotective and hepatoprotective activities [25-
34]. Quercus macranthera subsp. syspirensis (K. Koch) Menitsky is endemic to Turkey, also called
"ispir mesesi", the plant is a small deciduous tree, the leaves are obovate with 6-10 primary veins and
the stipules are filiform [35-36].
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In this study, the antibacterial activity of the branch (BM) and leaf (LM) methanol extracts of Q.
macranthera subsp. syspirensis were investigated and the phytochemical analysis of the extracts were
carried out with Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS).

MATERIAL AND METHOD

Plant materials and preparation of extracts

Plant materials were collected from Arag¢ (Kastamonu/Turkey) in 2020. A voucher specimen was
deposited in the Ankara University Faculty of Pharmacy Herbarium (AEF). The collected plant parts
(branches and leaves) were dried in the shade. The plant parts were extracted by using the maceration

method with methanol.

Antibacterial activity

Antibacterial activity of the branch and leaf extracts of Q. macranthera subsp. syspirensis was
tested against Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 and Bacillus
subtilis ATCC 6633. Antibacterial activity test was evaluated by broth microdilution method as a
minimal inhibition concentration (MIC) according to European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing standarts [37].

GC/MS analysis

For GC-MS analysis of plant extracts, a two-step derivatization method including methoximation
(methoxyamine derivatization) and silylation was used [38]. Methoxyamine reacts with the carbonyl
groups of sugars to form oxime derivatives, thus preventing ring formation that causes multiple
chromatographic peaks [39]. Tt also helps to protect a-keto acids from decarboxylation. Before the
methoxyamine derivatization, methoxyamine hydrochloride (MeOX) (Germany, Sigma-Aldrich)
solution freshly prepared in pyridine (25 mg/ml). 30 ul MeOX solution added to the dried extracts and
waited 90 min at 30 °C for oximation of sugars. In the second step of derivatization, silylation was
performed using 30 pl of BSTFA-1%TMCS (Germany, Sigma-Aldrich).

The analysis was performed using an Agilent 6890 gas chromatograph equipped with an Agilent
5973N quadrupole mass spectrometer detector (Santa Clara, USA). All samples were analyzed using
the RTX-5MS Low-Bleed fused silica gas chromatography capillary column (30m X 0.25mm i.d. X
0.25um film thickness) (Restek, USA). Ultrapure helium was preferred as the carrier gas and a constant
flow rate of 1.5 ml/min was used. The injection port was maintained at 280 °C. The ion source,
quadrupole and transfer line temperatures were adjusted at 230 °C, 150 °C and 280 °C, respectively.

The GC oven program was held at 50 °C for 2 min, and then increased to 280 °C at 4 °C/min and held
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for 10 min. Total analysis time was 70 min. The mass range was 40-550 m/z and the scan rate was 0.45
scan per second in full scan mode. Electron ionization was carried out using 70 eV ionization energy.

Compounds were identified using MS Search software and the NIST 2014 Mass Spectral Library.

RESULT AND DISCUSSION

The MIC results of tested extracts were shown in Table 1. It was determined that the branch
extracts (BM) were more effective than the leaf extracts (LM) and both extracts showed the highest
antibacterial activity against Bacillus subtilis ATCC 6633 strain. The extracts also showed activity at

varying concentrations on other test strains.

Table 1. Antibacterial activity results for tested extracts as MIC.

Minimal inhibition concentrations (ng/ml)

Extracts

S. aureus
ATCC 29213

S. epidermidis
ATCC 35984

E. faecalis
ATCC 29212

E. coli
ATCC 25922

P. aeruginosa
ATCC 27853

A. baumannii
ATCC 19606

K. pneumoniae
ATCC 13883

B. subtilis
ATCC 6633

BM

781.25

1562.5

6250

3125

1562

781.25

781.25

48.8

LM

3125

1562.5

6250

6250

6250

781.25

781.25

97.6

MIC results of E.coli for ciprofloxacin was found 0.078 pg/ml.

Since Q. macranthera subsp. sypirensis is an endemic plant, there is no literature data other than
a study conducted in 2007 reported [40] that Q. macranthera subsp. sypirensis extracts prepared with
different solvents (petroleum ether, ethyl acetate, n-butanol fractions and lyophilized water phase of
methanol extract) showed the antibacterial activity at different concentrations (512->1024 ul) against
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Therefore, the current study is important in terms
of bringing data to the literature. Previous studies have shown that different Quercus species have
antibacterial activity against various Gram positive and Gram negative bacteria. Ahmed et al. (2021)
[41] determined that Quercus floribunda Lindl. ex A. Camus acorn extract showed antibacterial activity
against B. subtilis, E. coli, K. pneumonie and S. aureus. Aleebrahim-Dehkordy et al. (2019) [42] showed
that Quercus brantii Lindl. acorn ethanol (70%) extracts had inhibitory activity against S. aureus and E.
faecalis. In the study of Elansary et al. (2019) [43], the antibacterial activities of the bark methanolic
extracts of three Quercus species (Q. robur, Q. macrocarpa and Q. acutissima) exhibited antibacterial
activities against most species of microorganism studied. The highest antibacterial activities were found
against S. aureus ATCC 6538 (MIC 0.23 mg/ml), P. aeruginosa ATCC 27853 (MIC 0.05 mg/ml),
Bacillus cereus ATCC 14579 (MIC 0.11 mg/ml), Listeria monocytogenes (clinical isolate) (MIC 0.25
mg/ml), E. coli ATCC 35210 (MIC 0.10 mg/ml) for the extracts of Q. robur, compared to streptomycin.
The methanol extracts of Quercus alba L. barks were tested for growth inhibition of S. aureus (ICso 64

ng/ml), K. pneumoniae (ICso 32 pg/ml), and A. baumannii (ICso 32 pg/ml), and evaluated for biofilm
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inhibition (ICso 1 pg/ml) against S. aureus by Dettweiler et al. (2019) [44]. Sanchez-Burgosa et al. (2013)
[45] investigated the antibacterial activity of leaf aqueous extracts of Q. resinosa against E. coli ATCC
35218 (MIC 1.895 mg/ml), S. epidermidis ATCC 12228 (MIC 0.348 mg/ml), K. pneumoniae ATCC
13883 (MIC 0.547 mg/ml), P. mirabilis ATCC 12453 (MIC 0.708 mg/ml) and P. vulgaris ATCC 49132
(MIC 0.265 mg/ml).

Figure 1 and Figure 2 show the major compounds identified in branch and leaf extract by GC-
MS. The analyzes show the presence of 17 and 19 compounds (Table 2-3), respectively in branch and
leaf samples. Q. macranthera subsp. sypirensis branch extract contains 1,49% Carbonitrile, 1,50%
Flavanoid, 1,63% Terpenoid, 2.28% Acid, 2.3% Carboxylic Acid, 2.58% Sugar Alcohol, 2.95%
Steroids, 5.9% Cylopentapyrazoles, 5.94% Sulfonamide, 22.95% Phenols, 50,48% Sugars. However,
Q. macranthera subsp. sypirensis leaf contains 0.59% Carbonitrile, 1.45% Steroids, 2.07%
Sulfonamide, 2.32% Cylopentapyrazoles, 2.58% Sugar Alcohol, 5.41% Acids, 23.95% Phenols,
24,81% Carboxylic Acids, 36.82% Sugars.
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Figure 1. Compounds identified by GC-MS in Q. macranthera subsp. sypirensis branch extract.
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Figure 2. Compounds identified by GC-MS in Q. macranthera subsp. sypirensis leaf extract.
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Table 2. Compounds identified by GC-MS in Q. macranthera subsp. sypirensis branch extract.

# (rF;?;]) Identified compounds % Classification

1 9.671 Boric acid 2.28 Acid

2 11.712 N-(2-Hydroxy-1-phenylethyl)-benzenesulfonamide 5.95 Sulfonamide

3 18.233 Benzo[c][1,2,5]-thiadiazole, 4,5,6,7-tetramethyl- 5.90 | Cylopentapyrazoles

4 18.919 Glycerol 2.58 Sugar alcohol
3-Amino-2,6,6,7-tetramethyl-1-thioxo-1,2,5,6,7,8-hexahydro- .

5 19.536 [2,7]naphthy>r/idine-4-carbonitrile ’ 1.49 Cabonitrile

6 33.778 Androst-5,7-dien-3-0l-17-one, acetate 1.37 Steroid

7 34.453 Myo-Inositol 15.6 Phenol

8 34.550 Scyllo-Inositol 7.35 Phenol

9 35.002 Androst-5-en-3-0l17-one, 16, 16-trimethylenedithio- 1.58 Steroid

10 | 36.156 Quininic acid 2.30 Carboxylic acid

11 | 36.545 D-(-)-Fructose 14.1 Sugar

12 | 36.825 D-(-)-Fructose 8.64 Sugar

13 | 37.162 D-(+)-Talose 15.4 Sugar

14 | 37.648 D-Allose 3.02 Sugar

15 | 53.079 Sucrose 9.32 Sugar

16 | 56.908 Catechine 1.50 Flavanoid

17 | 65.904 Lupeol 1.63 Terpenoid

Table 3. Compounds identified by GC-MS in Q. macranthera subsp. sypirensis leaf extract.

# (rﬁi-lr—m) Identified compounds % Classification

1 9.671 Boric acid 0.76 Acid

2 11.712 N-(2-Hydroxy-1-phenylethyl)-benzenesulfonamide 2.07 Sulfonamide

3 12.603 Methylphosphonic acid 0.45 Acid

4 14.421 Benzohydroxamic acid 4.20 Acid

5 18.233 Benzo[c][1,2,5]-thiadiazole, 4,5,6,7-tetramethyl- 2.32 | Cylopentapyrazoles

6 18.919 Glycerol 2.58 Sugar alcohol
3-Amino-2,6,6,7-tetramethyl-1-thioxo-1,2,5,6,7,8-hexahydro- .

7| 19.536 [2,7]naphthy}r/idine-4-carb0nitri|e ! 059 | Cabonitrile

8 33.778 S-D-Glucopyranosiduronic acid 1.13 Sugar

9 33.887 Pregnane-3,17,20,21-tetrol, (3,58,17a,20a)- 1.45 Steroid

10 | 34.470 Myo-Inositol 16.3 Phenol

11 | 34.550 Scyllo-Inositol 7.65 Phenol

12 | 34.750 Shikimic acid 2.01 Carboxylic acid

13 | 36.156 Quininic acid 22.8 Carboxylic acid

14 | 36.545 D-(-)-Fructose 6.51 Sugar

15| 36.825 D-(-)-Fructose 2.73 Sugar

16 | 37.162 D-(+)-Talose 6.50 Sugar

17 | 37.648 D-Allose 1.22 Sugar

18 | 38.722 D-Allofuranose 1.63 Sugar

19 | 53.079 Sucrose 17.1 Sugar
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TOTAL PHENOLIC CONTENT AND IN VITRO ANALYSIS OF
ANTIOXIDANT, ANTIBACTERIAL, AND ALPHA-GLUCOSIDASE
INHIBITION PROPERTIES OF CHROOCOCCUS MINUTUS
(KUTZING) NAGELI (CHROOCOCCALES, CYANOBACTERIA)

CHROOCOCCUS MINUTUS (KUTZING) NAGELI'NIN (CHROOCOCCALES,
CYANOBACTERIA) ANTIOKSIDAN, ANTIBAKTERIYEL VE ALFA-GLUKOZIDAZ
INHIBISYON OZELLIKLERININ TOPLAM FENOLIK ICERIGI VE IN VITRO ANALIZI

Eldrin DLR. ARGUELLES™

!University of the Philippine Los Bafios, Philippine National Collection of Microorganisms (PNCM),
National Institute of Molecular Biology and Biotechnology (BIOTECH), 4031, Laguna, Philippines

ABSTRACT

Objective: Cyanobacteria are novel sources of bioactive substances with important biological activities.
In this study, the total phenolic content (TPC) and bioactive (antioxidant, antidiabetic, and antibacterial)
properties of a freshwater cyanobacteria, Chroococcus minutus were investigated.

Material and Method: Methanol extract of C. minutus were prepared and subjected to different biological
assays to determine the TPC, antioxidant, and alpha-glucosidase inhibition properties. The antibacterial activity
was done using microtiter plate dilution assay against various medically important bacterial pathogens.

Result and Discussion: C. minutus has a TPC of 11.27 + 0.14 mg GAE/g. Antioxidant efficiency of C.
minutus are characterized by having potent DPPH scavenging activity with 1Cso value of 255 ug/ml. Assessment
of alpha-glucosidase inhibition property showed that C. minutus extract have potent inhibition activity with 1Csg
of 5.50 ug/ml as compared to acarbose (standard antidiabetic drug). In addition, C. minutus extract exhibited
potent antibacterial activities against Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. The current investigation shows the potential of C. minutus as source of active
metabolites with important use in pharmaceutical applications.

Keywords: Biological activity, cyanobacteria, freshwater, Philippines
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Amag: Siyanobakteriler, onemli biyolojik aktivitelere sahip yeni biyoaktif madde kaynaklaridir. Bu
calismada, bir tatli su siyanobakterisi olan Chroococcus minutus'un toplam fenolik icerigi (TPC) ve biyoaktif
(antioksidan, antidiyabetik ve antibakteriyel) ozellikleri incelenmistir.

Gere¢ ve Yontem: C. minutus'un metanol oziitii hazirlanarak, TPC, antioksidan ve alfa-glukozidaz
inhibisyon ozelliklerini belirlemek iin farkli biyolojik deneylere tabi tutulmustur. Antibakteriyel aktivite, tibbi
acidan onemli ¢esitli bakteriyel patojenlere karsi mikrotitre plaka seyreltme deneyi kullanilarak yapiimistir.

Sonug ve Tartisma: C. minutus'un TPC'si 11.27 +0.14 mg GAE/g'dir. C. minutus'un antioksidan etkinligi,
255 ug/ml ICsq degeri ile giigli DPPH temizleme aktivitesine sahip olmasiyla karakterize edilir. Alfa-glukozidaz
inhibisyon ozelliginin degerlendirilmesi, C. minutus oziitiiniin, akarboza (standart antidiyabetik ilag) kiyasla
5.50 pug/ml ICsg ile giiclii inhibisyon aktivitesine sahip oldugunu gosterdi. Ek olarak, C. minutus dziitii, Bacillus
cereus'a, Listeria monocytogenes'e ve Metisiline diren¢li Staphylococcus aureus'a karsi giiclii antibakteriyel
aktiviteler sergilemistir. Mevcut arastirma, farmasétik uygulamalarda dnemli kullanimi olan aktif metabolitlerin
kaynagi olarak C. minutus'un potansiyelini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik aktivite, siyanobakteriler, tatl su, Filipinler

INTRODUCTION

Cyanobacteria have notable attractiveness as novel sources of bioactive substances with diverse
biological activities (antioxidant, antimicrobial, antidiabetic, anti-inflammatory, and antiviral effects)
[1,2]. Several strains of cyanobacteria (Oscillatoria limnosa, Anabaena, and Synechocystis aquatilis)
were reported to show antibacterial activities against Bacillus subtilis, B. thuringensis, B. megaterium,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Candida tropicalis [1,3]. These reported activities are
associated with various intracellular and extracellular metabolites that are produced by several strains
of cyanobacteria with known diverse biological activities [3]. Even though the chemical composition of
the bioactive metabolites in cyanobacterial extract vary, the mechanism of action of these metabolites
are usually similar, namely via photosystem Il mediated electron flow inactivation of other organisms
such as algae and bacteria. These allelopathic metabolites may serve an important role in species
dominance and succession in nature [4]. One popular example of this substance is cyanobacterin which
was isolated in Scytonema hofmanni and are reported to be toxic to cyanobacteria and a variety of
eukaryotic algae.

Several species of cyanobacteria produce diverse kinds of secondary metabolites with
antioxidants and antidiabetic properties. Previous studies show the isolation of several bioactive
compounds from various cyanobacterial species such as flavonoids, protocatechuic acid,
phycobiliproteins, gallic acids, chlorogenic acids, and catechin. These compounds are considered to
have potent antioxidant and antidiabetic properties that can be tapped as novel alternative source of
active substances for drug synthesis [1,5,6]. Cyanobacteria are considered reliable source of novel
natural bioactive metabolites, since these organisms can be mass propagated in small and big bioreactors
for large scale production. In addition, the growth characteristic of the cyanobacterial cells can be
manipulated and controlled, so that no toxic substances will be included in the harvested algal biomass
[1,6].
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Cyanobacteria with high growth rate and novel bioactive metabolites have yet to be studied and
exploited for pharmaceutical purposes, and isolation and characterization of algal strains with potential
for pharmaceutical application remain the focus of continuing research [1,3,5]. Given these promising
benefits which can be obtained from cyanobacteria, it is necessary to explore the potential of local
species to produce bioactive compounds. Thus, the current study was conducted to determine total
phenolic content and evaluate the antioxidant, antibacterial, and antidiabetic (using a-glucosidase
inhibition assay) properties of a freshwater cyanobacteria, Chroococcus minutus.

MATERIAL AND METHOD

Chemicals

The chemicals used were of analytical grade and obtained from Sigma-Aldrich (Singapore City,
Singapore). On the other hand, the solvents used were of analytical and HPLC grade and were obtained
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany, and Singapore City, Singapore) or Merck (Darmstadt,
Germany).

Cyanobacterial Culture and Cultivation

The cyanobacteria, C. minutus were obtained from PNCM-BIOTECH of the University of the
Philippines Los Baifios. Initially, C. minutus culture (100 ml) was inoculated into three one liter sterile
flasks containing BG 11 medium [2]. The mass cultivation set up run for 14 days under light condition
(fluorescent white lamps with light intensity of 120 pmol photons m? s?) and incubated at a mean
temperature of 23 + 2 °C. The cyanobacterial biomass was harvested via centrifugation set at 10,000
rpm for 10 min. The algal pellet was rinsed several times with sterile water and freeze-dried using a
lyophilizer (Virtis Freeze mobile 25 SL) [2].

Preparation of Cyanobacterial Extract

Dried and pulverized biomass of C. minutus (1 gram) was subjected to extraction using 20 ml
methanol in an ultrasonic bath for 30 minutes with continuous stirring for 1 hr. The sample mixture was
concentrated (via centrifugation) at 12,000 rpm for 20 min at a temperature of 20°C. The algal extract
was further concentrated using a rotary evaporator set at 40 °C under reduced pressure. The concentrated
algal extract was kept under refrigerated condition (4°C) to preserve its biological activity for use to

different biological assays needed in the study [2,6].

Determination of total phenolic content (TPC)

The TPC of C. minutus was determined following the method proposed by Nuiiez-Selles et al.
[7]. Initially, about 0.5 ml of C. minutus crude extract was mixed with 0.5 ml 10% sodium carbonate
solution and 0.5 ml of Folin-Ciocalteau’s reagent for 1 minute. The sample mixture was allowed to stand

for 5 minutes at ambient temperature. Furthermore, the volume of the sample mixture was adjusted
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using 5 ml sterile distilled water. Absorbance reading of all the sample mixture was measured at 720
nm using an Ultraviolet-Visible spectrophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The TPC is presented as
microgram of gallic acid equivalent (GAE) per gram of the algal extract (calibration curve equation: y
= 0.0682x — 0.0214, r2 = 0.997) [2,7].

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Radical Scavenging Assay

The radical scavenging effect against DPPH of the C. minutus extract was analyzed using the
methods done by Ribeiro et al. [8]. Briefly, 5.0 ml of 0.1 mM DPPH solution was mixed with 100 ul of
the C. minutus extract. The reaction mixture was mixed (via vortex mixer) and was kept at ambient
temperature for 20 minutes. The absorbance readings of the different C. minutus extract concentrations
and the controls were taken at 517 nm wavelength using a UV-VIS spectrophotometer. The scavenging
inhibition activity (%) was computed using the equation:

Acontrol - Asample

Inhibition (%) = ( )x 100

Acontrol

where: Aconrol = absorbance reading of the control (DPPH solution without algal sample) and Asampie =
absorbance reading of the algal extract sample (DPPH solution with test sample). Ascorbic acid was
used as the control in this assay. The effective concentrations (ICs) of the control antioxidant and C.
minutus extract needed to nuetratlize 50% of DPPH radicals were determined using the standard curve

generated from the scavenging activities of different concentrations of the algal extract [8,2].

Antibacterial Activity

Three Gram-negative bacteria (Aeromonas hydrophila BIOTECH 10089, Pseudomonas
aeruginosa BIOTECH 1824, and Escherichia coli BIOTECH 1634) and three Gram-positive bacteria
(Bacillus cereus BIOTECH 1509, Listeria monocytogenes BIOTECH 1958, and Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus BIOTECH 10378) were tested against C. minutus crude extract using microtiter
plate dilution assay. These reference pathogens were obtained from PNCM, BIOTECH-UPLB. The
bacterial strains used in this study are known bacterial pathogens reported in the Philippines causing
diseases such as listeriosis, gastroentiritis, food poisoning, cellulitis, sepsis, and urinary tract infections
(Table 1) [9]. Thus, the antibacterial assay was done to assess the effectivity of the algal extract against
these medically-important bacterial pathogens. Initially, bacterial pathogens were pre-cultivated using
Luria Bertani broth medium and incubated at with shaking for 24 hours at 37 °C. Purity and viability of
each test organisms were regularly monitored by conducting regular biochemical tests and
morphological characterization [2,9]. Microtiter plate dillution (two-fold serial dilution technique) assay
was used to determine the antibacterial activities of C. minutus extract [2,9]. Briefly, 100 pl of broth

cultures of the bacterial pathogens (cell density of 1x 106 cells/ml) were gently mixed with 100 ul of C.
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A . P 1 101 1 01 1
minutus extract set at different dilutions (1, 2, 1, 3 = 55 oo

and ﬁ of algal crude extract
concentrations). The antibacterial assay was done in triplicates and were incubated for 12 hours in an
incubator set at 35°C. After incubation, antibacterial activity of C. minutus extract against different

bacterial pathogens were taken [2,9].

Table 1. Bacterial pathogens used in the assay and their respective pathogenicity

Bacterial Pathogen Pathogenicity (Diseases)

Gram-positive bacteria

Bacillus cereus Food poisoning and gastrointestinal illness: emetic
BIOTECH 1509 (vomiting) syndrome and the diarrhoeal syndrome

Listeria monocytogenes
BIOTECH 1958
Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus BIOTECH  |Food poisoning and infection in hospitals
10378

Gram-negative bacteria

Causes listeriosis

Pseudomonas aeruginosa Generalized inflammation

BIOTECH 1824 and sepsis

Aeromonas hydrophila Gastroentiritis in humans;

BIOTECH 10089 ulcers, tail rot, fin rot and hemorrhagic septicemia in fish

Escherichia coli

BIOTECH 1825 Gastrointestinal and urinary tract infection

a-Glucosidase Inhibition Assay

The ability of C. minutus extract to inhibit a — glucosidase was assessed by spectrophotometric
assay using p-nitrophenyl-a-glucopyranoside (pNPG) following the methods of Nair et al. [10]. The
presence of a-glucosidases in algal extract converts pNPG (substrate) to p-nitrophenol (pNP) and is
measured spectrophotometrically at 410 nm wavelength. Initially, a mixture containing 75 ul of o —
glucosidase (2.5 U/ml), 100 pl of algal extract or 100 pl of 0.1 M phosphate buffer pH 6.8 (for the case
of the control) were mixed in sterile test tubes. The total volume of the mixture was adjusted to 500 pl
by adding 30 pl of 10mM p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (Sigma N1337) and 295ul buffer before
incubation. The mixtures were then incubated at 37 °C for 12 minutes after which 3 mL of 50 mM NaOH
were added in the mixture [6,10]. Absorbance reading of each reaction mixtures (samples) was taken at

410 nm. The percent o — glucosidase inhibition was determine using the equation below:

Acontrol - Asample

a — Glucosidase Inhibition (%) = ( ) x 100

Acontrol
Statistical Analyses

The data obtained from the experiments are given as means + standard deviations (mean + SD)

of three replicates [2]. In addition, correlation analysis was done using MS Office Excel 2017.



J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 170-181, 2022 Arguelles 175

RESULT AND DISCUSSION

Total Phenolic Content and Antioxidant Activity

Bioactive compounds from cyanobacteria such as carotenoids, polyunsaturated fatty acids,
mycosporine-like amino acids (MAAS), phenolic compounds, and polysaccharides are known potent
antioxidants [11]. However, limited reports are available on the antioxidant properties, identification,
and quantification of these compounds and its important role in the algal defense against exposure to
high concentration of reactive oxygen species (ROS) [12]. Polyphenols are secondary metabolites found
in several cyanobacterial species which can be tapped nowadays for pharmaceutical application because
of the reported potent antioxidant, antibacterial, and antidiabetic properties [11,12,13]. The TPC of C.
minutus is 11.27 £ 0.14 mg GAE/g extract. This result was greater than those observed from other
cyanobacteria such as Lyngbya sp., Oscillatoria sp., Spirulina sp., and Microcystis sp. with TPC of 5.02
+0.20, 2.96 + 0.14, 1.78 = 0.07, and 2.65 £+ 0.14 mg GAE/g, respectively [13]. However, Singh et al.
[14] reported that cell-free extract of Anabaena dolium, Calothrix geitonos, Oscillatoria ocuta, and
Nostoc ellipsosporum have higher TPC than C. minutus, which are 47.77 + 3.4, 22.80 + 2.3, 290.23 +
2.2, and 39.03 + 1.8 mg GAE/g, respectively. In general, variations in the amount of phenolic
compounds in the cyanobacterial extract is dependent on the extraction protocol, type and polarity of

solvent used in the extraction as well as solubility of algal polyphenols in the extraction solvents [11,12].

Table 2. DPPH radical scavenging activity and ICso value of Chroococcus minutus extract and ascorbic

acid
Chroococcus minutus Ascorbic Acid
Phenolic DPPH* Inhibition Concentration DPPH* Inhibition
concentration (%) (ng/ml) (%)
(ng GAE/ml)
100 30.28 £ 0.21 100 18.86 £ 0.21
200 4397+ 0.84 200 38.12 +£0.37
300 55.02 +£0.58 300 57.16 £0.42
400 62.69+1.10 400 76.43 £ 0.89
500 71.32 +£0.05 500 91.35+0.37
1Cso* 255 pg/ml 1Cs0* 262 pg/ml

*|Cso is the effective concentration that inhibits the activity of DPPH radical by 50%. Computed by interpolation.

Phenolic compounds derived from cyanobacteria are potent free radical scavengers. These
compounds are capable of scavenging DPPH by donation of electron or hydrogen atom provision.
Phenolic compounds transform DPPH into a colorless product (2, 2-diphenyl-1- hydrazine), causing a
decrease in optical density of the sample extract [15]. The antioxidant activity of C. minutus extract was
evaluated using the DPPH radical scavenging assay. Results showed that the activity against DPPH free
radicals increased when the concentration of C. minutus extract (100 - 500 pg/ml) increases (Table 2).

The ICsp value of the cyanobacterial extract (255 pg/ml) showed a more potent antioxidant activity than
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that obtained from the control antioxidant, ascorbic acid with 1Cs of 262 pg/ml. The antioxidant activity
of C. minutus is considered more effective than those obtained from other species of cyanobacteria such
as Calothrix brevissima, Westiellopsis prolifica, Scytonema simplex, and Anabaena constricta with 1Cso
value of 2.24 £ 0.18, 3.52 £ 0.26, 1.42 £ 0.19, and 0.91 + 0.04 mg/ml, respectively [14]. Antioxidant
activity of cyanobacteria may be associated to several polyphenols (such as gallic acids, vanillic acids,
quercetin, ferulic acids, kaempferol, and rutin) present in C. minutus extract. These active substances
are reported to have potent free radical scavenging ability [14]. In addition, factors such as strains of the
cyanobacteria and culture growth conditions may also show an important effect on the amount and
profile of phenolic compounds (in the extract) and thus affecting the antioxidant activity of the algal
extract [2,14].

Antibacterial Activity

Cyanobacteria are good sources of active metabolites with potent antimicrobial activities. These
reported antimicrobial activities are associated with various intracellular and extracellular metabolites
that are produced by several strains of this group of cyanobacteria with known diverse biological
activities [16,17]. Chroococcus minutus exhibited antibacterial activities against known pathogenic
bacteria (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Bacillus cereus and Listeria
monocytogenes) (Table 3). The antibacterial property of C. minutus extract against B. cereus and L.
monocytogenes is comparable to those observed from extracts of Moorea producens which exhibited
minimum inhibitory concentration (MIC) value of 250 pg/ml for both bacterial pathogens [18]. In
addition, C. minutus extract exhibited effective antibacterial activity against MRSA like that of Nostoc
sp. with reported MIC value of 0.8 ug/ml [19]. The antibacterial activity exhibited by C. minutus in this
study may be associated to known secondary metabolites in cyanobacteria such as gallic acids, quercetin,
ferulic acids, and kaempferol which are toxic to several microorganisms such as bacteria [16,19]. The
study also reported that C. minutus extract did not exhibit antibacterial activities against Gram-negative
bacteria (Table 3). In general, C. minutus extract is more effective in Gram-positive than Gram-negative
bacteria. These differences in the antibacterial activities may be associated with a multilayered structure
of cell wall in Gram-negative bacteria that serve as additional barrier that protects the bacterial cells

from bioactive compounds present in the algal extract [20].

a-Glucosidase Inhibition Activity

Diabetes is a metabolic disease characterized by having high concentration of glucose in blood
[21]. The management of this metabolic disorder is done by lowering the postprandial increase in blood
glucose levels via inhibition of important carbohydrate-degrading enzyme (a-glucosidase), responsible
for the breakdown of complex carbohydrates into glucose [22]. In this study, evaluation of the potential
antidiabetic activity of C. minutus was done in vitro via a-glucosidase inhibition assay. The inhibitory

activity of C. minutus extract on the target enzyme is presented in Table 4. The algal extract exhibited a
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concentration-dependent reduction in a-glucosidase inhibition. C. minutus extract exhibited the highest
inhibition of a-glucosidase (91.29 + 0.05%) at phenolic extract concentration of 8 pg GAE/ml. C.
minutus extract has potent a-glucosidase inhibition property (ICso of 5.5 pg/ml) — more effective than
acarbose (ICsp of 6771 pg/ml) which is a known standard antidiabetic drug. The ICs value of C. minutus
extract against a-glucosidase is comparable to that observed for methanolic extract of Arthrospira
platensis and Cylindrospermum sp. with ICso values of 145 pg/ml and 84 +6.8 nM, respectively [23,24].
The antidiabetic properties of cyanobacteria can be attributed to bioactive substances such as phenolic
compounds, pigments, and polysaccharides that are reported to possess a-glucosidase inhibitory activity
[25,26,27]. These compounds are known inhibitors of hydrogen ion (via hydrogen scavenging
mechanism) that is being discharged from the active site of the target enzyme (a-glucosidase) [6,26,27].
In conclusion, Chroococcus minutus extract exhibited promising bioactivities such as antioxidant,
antibacterial, and alpha-glucosidase inhibition properties that can be used for pharmaceutical
application. It is recommended that additional studies should be done to identify the bioactive
compounds present in the cyanobacterial extract. Also, in vivo experimental trials should be conducted

to confirm the effectivity and assess the safety of C. minutus extract for future medical application.

Table 3. Antibacterial activities of Chroococcus minutus extract

Bacterial Pathogen Antibacterial Activity
Gram-positive bacteria

Bacillus cereus

BIOTECH 1509 e
Listeria monocytogenes

BIOTECH 1958 e
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus et
BIOTECH 10378

Gram-negative bacteria

Pseudomonas aeruginosa ND
BIOTECH 1824

Aeromonas hydrophila ND
BIOTECH 10089

Escherichia coli ND
BIOTECH 1825

*+ = full crude extract concentration; + + = %of crude extract concentration; + + + = % of crude extract
concentration; + + + + = % of crude extract concentration; ND = None Detected.
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Table 4. Alpha-glucosidase inhibition activity and 1Cso value of Chroococcus minutus extract and

acarbose
Chroococcus minutus Acarbose**

Phenolic Alpha-glucosidase Concentration Alpha-glucosidase
concentration Inhibition (%) (nug/ml) Inhibition (%)
(ng GAE/ml)

4 13.73 £ 0.72 2000 17.96 +1.36
5 3410+ 1.34 4000 31.69 £ 1.22
6 67.90 +0.91 6000 4532+ 1.90
7 83.08 £2.25 8000 57.26 £0.49
8 91.29 £ 0.05 10000 62.35+0.49
1Cs0™ 5.5 pg/ml 1Cs0™ 6771 pg/ml

*Inhibitory concentration that inhibits alpha-glucosidase activity by 50%.
**Reference alpha-glucosidase inhibitor and anti-diabetic drug.
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GENIS SPEKTRUMLU ANTIiKANSER BIiLESIKLER GELISTIRMEYE
YONELIK POTANSIYEL BiR HEDEF: HEKSOKINAZ-I|

A POTENTIAL TARGET FOR DEVOLOPING BROAD SPECTRUM ANTICANCERS:
HEXOKINASE-II
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Amag: Kanser hiicrelerinin glikoza duyduklari ihtiya¢ sonucu solunumla ilgili metabolik yolaklarimi
yeniden diizenlemesi, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden aywran énemli degisimlerden biridir ve bu degisim
ilk olarak 1920l yillarda Otto Warburg tarafindan rapor edildigi i¢in “Warburg Fenomeni” olarak bilinir.
Kanser hiicrelerindeki artmig glikoliz, bu yolagi onemli bir kanser hedefi haline getirir. Glikolizin ilk ve hiz
kasitlayict basamaklarindan biri olan Heksokinaz (HK) enzimi bu agidan dnemli bir hedeftir ve kanser
hiicrelerinde karsimiza ¢ikan HK-I1I'nin baskin oldugu fenotip bu izozime yénelik tedavilerin gelistirilmesini
miimkiin kilar. Medisinal kimya yaklagimlar kullanilarak bu izozime karsi selektivite saglayan heterosiklik
yapilar ve fonksiyonel gruplar belirlenerek yeni inhibitorler dizayn edilebilir.

Sonu¢ ve Tartisma: HK-II'ye yonelik selektif tedaviler enzimin inhibisyonunu, regiilasyonunu ve
ekspresyonunu temel alr. HK-II'yi hedef alan kiiciik molekiiller yeni molekiillerin kesfi icin bir temel
olusturmaktadir. HK-IIye selektif inhibitorlerin kesfi, kansere ydnelik spesifik ve genis spektrumlu ajanlarin
gelecekte tedavide yer alabilmesi bakimindan umut verici bir gelismedir.

Anahtar Kelimeler: Glikoliz, heksokinaz, kanser, kemoterapi, Warburg Etkisi

ABSTRACT

Obijective: As a result of increased need of glucose, reprogramming the metabolic pathways related to
respiration is a significant change in cancer cells which differs them from normal cells and this change is known
as “Warburg Phenomenon” because firstly reported by Otto Warburg in 1920s. Increased glycolysis in cancer
cells makes glycolysis pathway an important target for cancer tratment. Hexokinase (HK), first and one of the
rate limiting steps of glycolitic pathway, is an important target through this perspective since the prominent
phenotype in cancer cells is HK-11, this makes the development of new therapies against this isozyme possible.
Using medicinal chemistry approaches new inhibitors can be designed by determining the heterocycles and
functional groups providing selectivity against this isozyme.
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Result and Discussion: Selective therapies against HK-Il are based on inhibition, regulation, and
expression of this enzyme. Small molecules targeting HK-I1 provide a basis for developing novel molecules. The
discovery of selective inhibitors of HK-11 is a promising progress for using selective and wide spectrum agents
against cancer in the future cancer therapy.

Keywords: Cancer, chemotherapy, glycolysis, hexokinase, Warburg Effect

GIRIS

Kanser gelisimi mutasyonlardan ve epigenetik faktorlerden koken alan karmasik bir siiregtir [1].
Bugiine kadar malignitelerin tedavisi i¢in bircok ilag gelistirilmis olsa da kanserin karmasik dogasindan
oturt gelistirilen tedaviler hala yetersizdir [2].

Hiicre i¢indeki metabolik faaliyetler enzim denilen biyolojik katalizorlerle gergeklestirilir. Bu
katalizorlerin hiicre i¢indeki miktarimin ya da etkinliginin artmasi veya azalmasi kanser gibi bazi
patolojilerle iligkilendirilebilir ve bu da bu enzimatik yolaklari hastaliklarin tedavisi i¢in bir hedef haline
getirir [3]. Hiicre metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zelliklerinden
biridir [4].

Kanser hiicrelerindeki solunumla ilgili metabolik degisiklikler 1920°li yillarda Otto Warburg
tarafindan ortaya konulmustur ve uzun zamandir “Warburg fenomeni” olarak bilinmektedir. [5,6,7].
Kanser hiicrelerinin aerobik sartlarda bile hiicreye fazlaca glikoz alip, oksidatif fosforilasyona gore daha
az enerji saglayan glikoliz yolagini kullanarak enerji elde etmesi, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden
aytran bir 6zelliktir. Bu ayirt edici 6zellik, kanser hiicrelerinin bir glikoz analogu olan florodeoksiglikoz
ile isaretlenmesini ve pozitron emisyon tomografisi ile tespit edilmesini saglar [7].

Glikozun fosforilasyonunu saglayan HK enziminin bazi izozimlerinin tiimorlerde
ekspresyonunun artmasi, regiilasyonu ve lokalizasyonu tiimér hiicreleri i¢in hayli avantajli bir durum
saglamaktadir. Bu sebeple de bu enzim, kansere karsi ilag gelistirme calismalart i¢in ideal bir hedef

olabilir [8]. Bu enzimi hedef alan kii¢iik molekiiller mevcuttur.

Kanser Hiicrelerinde Glikoliz

Normal memeli hiicrelerinde enerji tiretimi temelde iki yolla olmaktadir; laktik asit
fermantasyonu ve aerobik solunum. Laktik asit fermantasyonu sitozolde gerceklesir ve evrensel bir
metabolik yolak olan glikoliz ile glikoz piirivata kadar pargalanir. Piirivat sonrasinda laktata indirgenir
ve kan dolasimina geger. Aerobik solunumda ise glikolizi takiben krebs dongiisii ve oksidatif
fosforilasyon reaksiyonlar1 mitokondri igerisinde gergeklesir. Burada substratlar CO2 ve H>O’ya kadar
parcalanir ve enerji iiretimi ¢ok daha fazladir [9].

Kanser metabolizmast ve Warburg etkisi i¢in fosfoinositid 3-kinaz/protein kinaz B/rapamisinin
memeli hedefi (PI3K/Akt/mTOR) ve hipoksi ile indiiklenebilen faktor-1 (HIF-1), 6nemli diizenleyici
mekanizmalar olarak karsimiza ¢ikar. PI3K yolagmin Akt {izerinden glikoz tastyicis1 ekspresyonunu

(GLUT-1) artirdig1 gosterilmis ve hiicreye fazla miktarda glikoz girisi ile bu yolagin aktivasyonu
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iligkilendirilmistir. Tiimor biiylidiikkge hipoksik stres artar ve yeni kan damarlarina duyulan ihtiya¢ da
artar. HIF-1 ise normoksi sartlarinda stabil olmayan alt iinitelerden olusmustur ve hipoksi kosullarinda
koaktivator proteinler tarafindan stabilize edilerek anjiyogenezi uyarir. Bu da dolayli olarak ya da
dogrudan artan glikoz alimu ile iligkilendirilebilir. Ayrica tiimor hiicrelerinde HK enzimi diizeyleri, HIF-
1 aktivasyonu ile artabilmektedir [10, 11].

Warburg etkisi olarak bilinen, aslinda sadece kanser hiicrelerinin degil tiim ¢ogalan hiicrelerin
ortak bir metabolik degisimi olarak sayilabilecek fenomen, bdliinen hiicrelerin temel komponentlerinin
sentezi i¢in gerekli prokiirsorlere duydugu ihtiyagla; yani boliinen hiicreler tarafindan siirekli bir karbon
kaynagia duyulan gereksinimle acgiklanabilir. Stirekli boliinen hiicrelerde lipitler, aminoasitler ve
niikleotitler gibi yap1 maddelerine biiylik bir ihtiya¢ vardir. Bu nedenle de kanser hiicreleri glikozu
tamamen parcalayarak enerji elde etmek yerine ayni1 zamanda gerekli karbon kaynaklarini saglayarak
bazi yap1 maddelerini sentezler. Bu da kanser hiicrelerindeki artmis glikolizi kismen agiklamaktadir

[12].

HK Enzimi ve Kanser

Glikoz hiicreye GLUT lar ile taginir. HK GLUT lar araciliiyla tasinan glikozun glikoz-6-fosfata
(G6P) doniistimiinii katalizleyen enzimdir ve 4 6nemli izozimden olusur; bunlar HK-1, HK-I1, HK-I1I
ve HK-IV (glukokinaz) veya A, B, C ve D’dir. Bunlar arasinda ¢ogu tiimérde Warburg fenotipinin
goriilmesini saglayan HK-1I’dir. HK-II baslica adipoz dokuda ve iskelet kaslarinda bulunur [13]. HK-I,
IT ve III’iin glikoza olan affinitesi IV e gore daha yiiksektir [8]. HK-IV eksprese eden normal hiicrelerde,
timor gelisimi sirasinda HK-IV ekspresyonunun susturuldugu ve HK-II ekspresyonunun arttigi
gozlemlenmistir [14].

1960’larda yapilan calismalarda HK-I ve II’'nin mitokondri dis membranina baglandigi
bulunmustur. HK-II, mitokondriyal dig membran proteini olan voltaj bagimli anyon kanali 1’e (VDACTI)
baglanir. VDACI, adenozin niikleotit translokaz (ANT) ile etkilesim halindedir ve boylelikle
mitokondriyal i¢ ve dig zar arasinda bir baglanti olusturur. Mitokondriye bagli HK’ler, glikoliz ve
oksidatif fosforilasyon arasindaki baglantiy1 kolaylastirirlar ve mitokondri tarafindan iiretilen ATP’ye
HK’lerin erisiminde bu durum bir avantajdir. Ayn1 zamanda HK’lerin katalitik aktivitesi sonucu iiretilen
ADP’de tekrar fosforilasyon i¢in mitokondriye yonlendirilerek metabolik bir avantaj kazanilir. Fakat
bunlarin yaninda mitokondri-HK iliskisi apoptotik yolaklar1 diizenleyen 6nemli bir komponenttir. Major
bir mitokondriyal 6lim yolagi, Bcl-2 ailesine ait Bak ve Bax gibi proteinlerle ve mitokondriyal
permeabilite gecis poruyla (mitokondri i¢ zarinda olusan biiyiik bir kanal-mPTP) iligkilidir. Aktive
Bak/Bax, mitokondri dis zarinda apoptotik faktorlerin membranlar arasi bosluktan sizmasini saglayan
bir por olusturur. Mitokondri iligkili HK-II, Bcl-2 ailesine ait proteinleri antagonize ederek hiicreyi
apoptotik uyaridan korur. Mitokondri iliskili HK-II, Bax’in mitokondriye baglanmasini yarigmali olarak

inhibe eder ve ayrica kesilmis Bid (tBid) ile indiiklenmis Bax/Bak aracili apoptozisi antagonize eder.
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mPTP’nin agilmasi ise mitokondri i¢ zarindan dis zarina Ca*? iyonlarmin gegisiyle sonuglanir ve dis
zarin hasar goérmesiyle de hiicre nekroza gider. Mitokondri iliskili HK-II’'nin, mPTP ag¢ilmasini inhibe
ettigi rapor edilmistir [8, 14, 15].

VDAC stabilizasyonunun bozulmasinin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tretimini artirdig
goriilmiigtiir. HK-II'nin antiapoptotik etkileri VDAC konfigiirasyonunu stabilize etmesiyle iligkilidir
[16].

Besin bollugunun bulundugu sartlar altinda, rafampisin hedefi kompleks-1 (mTORC1) hiicre
biiylimesini desteklemekte ve otofajiyi durdurmaktadir. Tan ve ark. tarafindan glikoz miktarinin azaldig
durumlarda HK-II'nin otofajiyi direkt mTORC] aktivitesini inhibe ederek indiikledigi gosterilmistir
[17].

Min ve ark. tarafindan, inositol polifosfat 4-fosfataz tip 2 (INPP4B) ve HK-II seviyelerinin
azalmasimin  radyorezistan-girtlak  kanseri  hiicrelerinde  radyoterapiye  duyarlih@ artirdigi
gozlemlenmistir. INPP4B, Akt-mTOR yolag1 iizerinden HK-II’yi indiiklemekte ve aerobik glikolizi
diizenlemektedir [18].

HK-11 Enzimini Hedef Alan Molekiiller

Kanser hiicrelerinde baskin izozim HK-II oldugu icin HK-II selektif bilesiklerin gelistirilmesi
onem arz etmektedir. Enzimin aktif yoresinin oldukca polar olmasindan ve enzimin karmasik
fonksiyonlarindan dolayi ilag¢ gelistirme ¢alismalari i¢in zorlu bir hedeftir. Lin ve ark. tarafindan HK-1I
icin kristalografi ¢aligsmalar1 yapilmis ve HK-II"ye ait ligand bagli ko-kristal yapisi incelenmistir [19].

Kanser i¢in bir hedef olarak diisiintildigiinde; HK-Il sentezinin direkt olarak inhibisyonu,
katalitik faaliyetlerinin inhibisyonu ya da HK-VDAC etkilesiminin inhibisyonu, tizerinde durulmasi
gereken stratejiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir [8].

siRNA, genleri susturmak ve islevlerini anlamak i¢in kullanilmaktadir. HK-Il ekspresyonunun
SiRNA kullanilarak susturulmasi; hiicre dongiisiiniin G1 fazinda kalmasina, glikoz metabolizmasinin
azalmasina ve timor olusumunun inhibisyonuna yol agmustir [20, 21]. Bunun disinda HK enzimini
hedef alan kii¢iik molekiiller, sentetik molekiiller tasarlamak igin iyi bir baslangi¢ noktas1 saglayabilir.

Bir piirivat tiirevi olan 3-bromopiirivik asit (3-BP) (Sekil 1) hiicreye mono karboksilat tasiyicilart
(MCTs) ile girer. 3-BP’nin ¢ok ¢esitli hedefleri vardir ve bir alkilator olmasi sebebiyle ¢ok ¢esitli
makromolekiilleri etkilemesi beklenen bir durumdur. In vivo etkinligini, glikolitik yolaklari,
mitokondriyal hedefleri ve tiimor mikro ¢evresini etkileyerek agiga ¢ikardigi diistiniilmektedir [22, 23].
Chen ve ark. tarafindan 3-BP’nin, HK-II’de yaptigi kovalent modifikasyonlarla mitokondri/HK-II
ayrismasina sebep oldugu ve bu sayede de apoptotik faktorlerin salimminin gergeklestigi rapor
edilmistir [24]. Ko ve ark. tarafindan 3-BP’nin bir HK inhibitorii oldugu [25] ve yine bagka bir ¢alismada
Ko ve ark. tarafindan 3-BP’nin normal hiicreler {izerinde 6nemli bir toksisite gostermeden hepatoseliiler

karsinomada in vivo etkinlige sahip oldugu gosterilmistir [26].
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2-Deoksiglikoz (2-DG) (Sekil 1), glikozun ikinci karbonundaki hidroksil grubunun yerine bir
hidrojenin geldigi glikoz analogudur ve HK tarafindan fosforillenir fakat 2-DG-fosfat ileri
metabolizmaya ugramaz. Boylelikle de biriken fosforillenmis {irlin HK’y1 inhibe eder ve dolayisiyla da
glikolizi inhibe etmis olur. Ayrica 2-DG kan beyin bariyerini gecebilir ve bircok klinik ¢aligmaya
girmistir [27]. Cheng ve ark. yaptiklari caligmada mitokondriyi hedefleyen ilaglarla 2-DG’nin kombine
kullaniminin meme kanseri hiicrelerine karsi sinerjik etki olusturdugunu rapor etmistir [28].

[k olarak antispermatojenik ajan olarak tamitilnug bir indazol-3-karboksilik asit tiirevi olan
lonidamin (LND) (Sekil 1), tek basina kullanildiginda énemli bir antineoplastik aktivite gdstermeyen
fakat alkilleyici ajanlar gibi konvansiyonel ilaglarla ve vemurafenib gibi hedeflenmis ilaclarla kombine
kullanildiginda bu ilaglarin etkinligini artiran bir ajandir. LND, mitokondriye bagli heksokinazi inaktive
eder ve apoptozu tetikledigine dair kanitlar vardir. Ayrica normal hiicreler iizerinde etkisi ¢ok azdir ve
sadece bir etki mekanizmasi tizerinden etki gostermez [29]. LND nin tek basina antineoplastik etkisinin
zay1f olmasi ve platinlerin etkinligini artirmasi1 géz oniine alinarak, Chen ve ark. tarafindan yapilan bir
caligmada, LND konjuge edilmis bes tane Pt(IV) tiirevi sentezlenmis ve [Pt(NH3)2(LND)ClIs ] bilesiginin
in vitro olarak cis-platin rezistansini engelleme potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir [30].

Bir karbohidrazit olan benserazid (BNZ) (Sekil 1), farmakokinetik 6zellikleri ve toksisitesi iyi
bilinen bir dopadekarboksilaz inhibitorii ilactir. Li ve ark. yaptig1 bir ¢caligmada sanal tarama yontemi
ile BNZ’yi bir HK inhibit6rii olarak bulmustur. Yine ayni arastirma grubu tarafindan yapilan in vitro
calismalarda BNZ’nin selektif bir HK-II inhibit6rii oldugu gésterilmis ve in vivo galismalarla da timorli
farelerde tiimor biiylimesinin baskilandigi bildirilmistir. Lider bilesik olarak benserazid temel alinip,
HK-II selektif inhibitorleri olan BNZ analoglari tasarlanabilecegi bildirilmistir [31].

Bir guanidin smifi antidiyabetik olan metformin (Sekil 1), antihiperglisemik etkilerinin yaninda
antikanser etkilere de sahip oldugu gosterilmis bir ajandir. Salani ve ark. yaptigi bir ¢alismada, Calu-1
hiicrelerinde metforminin HK-II enzimini inhibe ettigini ve mitokondri-HK ayrigmasini sagladigini
gostermislerdir. Yapilan in silico calismalara gére, metforminin inhibe edici etkisini, HK-II’nin
baglanma bolgesinde G6P’y1 taklit etmesiyle iligkilendirmislerdir [32].

Bir imidazol tiirevi antifungal olan kloritmazol (Sekil 1) klinikte 20 seneden fazla siiredir
kullanilmaktadir. Adinolfi ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada kloritmazolin A375 insan melanom
hiicrelerindeki antikanser etkilerini incelemislerdir ve bu bilesigin HK-II ekspresyonunu azalttigini
rapor etmislerdir [33].

Bitki stres hormonlart olan jasmonatlar, antikanser etkileri bulunan kii¢iikk hidrofobik
molekiillerdir. Jasmonatlarin molekiiler hedeflerinin incelendigi bir ¢alismada Goldin ve ark. metil
jasmonatin (Sekil 1) HK-I ve II’ye baglanip mitokondri-HK ayrigsmasini sagladigini gostermislerdir. 4

ayr1 kanser tipine kars1 (murin melanom B16, murin kolon karsinom CT26, murin B hiicre 16semi BCL1,
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insan T lenfoblastik 16semi hiice hatt1 Molt-4) metil jasmonat etkili bulunmus ve genis spektrumlu bir
antikanser ajan olarak etkili olabilecegi gosterilmistir [34].

Lin ve ark. yiiksek ¢iktili tarama (high throughput screen) sonucunda bir glikoz amin tiirevi
bilesigi zayif HK-II inhibitorii olarak bulmuslardir ve yaptiklan kristalografi ve yap1 etki iliskileri
calismalar1 sonucunda 2,6-disiibstitiie glikoz amin tiirevlerini (Sekil 1) selektif HK-II inhibitdrleri olarak
rapor etmislerdir [19].

Liu ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada 6 milyondan fazla bilesigi sanal tarama yontemiyle taramiglar
ve (E)-N’(2,3,4-trihidroksibenziliden)arilhidrazid yapisini iskelet olarak belirlemiglerdir. Sonrasinda 26
tane (E)-N’(2,3,4-trihidroksibenziliden)arilhidrazid yapisindaki bilesigi sentezlemis, HK-1I aktivitesini
incelemis ve insan kolon kanseri hiicreleri SW840 ve insan pankreas kanseri hiicreleri SW1990 hattina
kars1 etkisini incelemislerdir. Daha sonra benitrobenrazid (BNBZ) ((E)-4-nitro-N'-(2,3,4-
trihidroksibenziliden)benzohidrazid) (Sekil 1) olarak adlandirilan lider bilesigin HK-I1 aktivitesi 1Cso =
0.53 £ 0.13 pM olarak belirlenmis ve bu bilesik SW840 hiicrelerine karsi ICso=7.13 + 1.12 uM seviyede
biiylime inhibisyonu gostermistir [35]. Daha sonra, Zheng ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, BNBZ’nin HK-
IT ye kars1 selektif bir inhbitor oldugunu ve HK-II geninin islevsiz hale getirildigi (HK-1I knockout ve
knockdown) hiicrelerde BNBZ etkinliginin azaldigini gostermislerdir [36].

Yukarida 6zetlenen ajanlarin disinda HK-II enziminin ekspresyonunu ve islevini etkileyen bir¢ok
molekill rapor edilmistir. Li ve ark. deguelinin (Sekil 1) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) hiicrelerinde HK-1l ekspresyonunu azalttigini [37], yine Li ve ark. yaptigi bir ¢alismada
resveratroliin (Sekil 1) NSCLC hiicrelerinde HK-II ekspresyonunu azalttigini [38], Xu ve ark. yaptiklar
bir ¢alismada krisinin (Sekil 1) hepatoselliiler karsinomada (HCC) HK-II ekspresyonunu azaltarak
tiimor glikolizini inhibe ettigini [39], Tao ve ark. sentetik bir flavonoid olan GEN-27’nin (Sekil 1) insan
meme kanseri hiicrelerinde HK-II ekspresyonunu azalttigini [40], Yao ve ark. limoninin (Sekil 1) HK-
II/mitokondri ayrigmasini saglayarak HCC proliferasyonu ve kolonizasyonunu in vitro olarak inhibe

etigini [41] rapor etmislerdir.

SONUC VE TARTISMA

HK, glikolizin ilk basamaginda glikozu substrat olarak kullanan ve enerji eldesi igin glikozu
metabolik degisime ugratan bir enzimdir. HK’lar arasinda kanser hiicrelerinde baskin izozimin HK-II
olmasi kanser hiicrelerine karsi selektif molekiillerin gelistirilebilmesine imkan veren ayirt edici
ozellikte bir fenotip degisimidir. Kanser hiicrelerindeki solunumla ilgili metabolik degisimlerin
hedeflenmesi, genis spektrumlu antikanser ajanlarin elde edilebilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir. Bu
nedenle de HK-II enzimini hedef alan tedavilerin gelistirilmesi kanser kemoterapisindeki basariy1

artirmaya yonelik 6nemli gelismeler elde edilmesini saglayabilir. Bu baglamda da enzimin ligand bagh
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ko-kristalinin ve mevcut inhibitérlerinin literatiirde rapor edilmis olmasi ilag gelistirme ¢aligmalarin

hizlandiracak ve arastirmacilara yol gdsterecek onemli gelismelerdir.
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CYCLIN DEPENDENT KINASE 4/6 AND INHIBITORS
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0z

Amag: Kanser; iilkemizde ve diinyada oldiiriiciiliigii yiiksek olarak karsimiza c¢ikan ciddi saglik
sorunlarindan biridir. Ikinci siklikta gériilen kanser tiirii olan meme kanseri kadinlarda en fazla 6liim nedenidir.
Kanser hiicresinin olusum mekanizmalarimin aydinlatilmasiyla, ilag tedavilerinde bir ¢ok yenilik¢i yaklasim
kesfedilmistir. Yenilik¢i yaklasimlardan biri de Siklin bagimli kinaz 4/6 inhibisyonudur. Bu derlemede siklin
bagimli kinaz 4/6 hakkinda genel bilgiler verilerek, inhibitorlerinin avantaj ve dezantajlari tizerinde
durulmugtur.

Sonuc ve Tartisma: Ostrojen reseptirii pozitif ve insan epidermal biiyiime faktor reseptérii 2 negatif meme
kanserlerinde, endokrin tedavilere direncin gelismesi tedavi siirecini kisitlayan bir unsurdur. Retinoblastoma
proteini pozitif meme kanserlerinde endokrin direncin iistesinden gelmek ve kanserli hiicrenin mitoz kontrol
noktasinda durdurulmasi hedeflenerek siklin bagimli kinaz 4/6 inhibisyon yolag: kesfedilmistir. Siklin bagimli
kinaz 4 / 6 inhibitorlerinin endokrin tedaviyle kombinasyonuyla kanser terapisinde iimit verici sonuglar elde
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antitiimor ajan, kanser terapisi, meme kanseri, siklin bagimli kinaz 4/6 inhibitérleri

ABSTRACT

Objective: The cancer is one of the serious health problems with high lethality in our country and also in
the world. Breast cancer, the second most common type of cancer, is the most common of death in woman. Many
innovative approaches have been discovered in drug treatments by elucidating the mechanisms of cancer cell
formation. One of the innovative approaches is inhibition of cyclin-dependent kinase 4/6. In this review, general
information about cyclin-dependent kinase 4/6 is given and the advantages and disadvantages of its inhibitors
are emphasized.

Result and Discussion: The development of resistance to endocrine therapies is a factor limiting the
treatment process in estrogen receptor positive and human epidermal growth factor receptor 2 negative breast
cancers. Cyclin-dependent kinase 4/6 inhibition pathway was discovered in retinoblastoma protein-positive
breast cancers by targeting to overcome the endocrine resistance and arrest the cancerous cell at the mitosis
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checkpoint. Promising results in cancer therapy have been obtained with the combination of cyclin-dependent
kinase 4/6 inhibitors with endocrine therapy.
Keywords: Antitumor agent, cancer therapy, breast cancer, cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors

GIRIS

Siklinler hiicre dongiisii diizenleyicileri arasinda en énemli protein ailelerindendir. Siklinlerin
insanlarda ve diger 6karyotlarin ¢ogunda bulunan dort temel tip vardir: G1 siklinler, G1 / S siklinler, S
siklinler ve M siklinler [1].

Her siklin, hiicre dongiistindeki (Sekil 1) belirli bir faz, gecis veya fazlar dizisi ile iligkilidir ve bu
fazin olaylarmi yonlendirmektedir. Her bir fazda ilgili siklinlerin konsantrasyonu degisir ve dongii
boyunca siklin sentezi ve yikimi devam etmektedir [2].

Sikline bagiml kinazlar (CDK), hiicre dongiisii ilerlemesi ve RNA transkripsiyonunun kritik
diizenleyicileridir. Genetik ve epigenetik olaylar, insan kanserinde hiicre dongiisii CDK’larinin agir
aktivitesine neden olur ve bunlarin inhibisyonu, hem hiicre dongiisii durmasina hem de apoptoza yol

acar [3].

Sekil 1. Hiicre dongiisii

Siklin bagimli kinaz (CDK), hiicre dongiisii ilerlemesi, transkripsiyon ve noronal fonksiyonun
kontroliinde rol oynayan memeli heterodimerik serin / treonin kinaz ailesinin katalitik alt birimleridir.
CDK’1n katalitik aktivitesi, diizenleyici bir alt birimin baglanmasini gerektirdiginden, CDK terimi
genellikle aktif heterodimerik kompleks i¢in kullanilir. CDK’y1 hiicre dongiisii sirasinda sentezlenen

siklinler aktivite eder ve CDK aktivasyonu tamamlaninca siklin seviyesi hizla azalir (Sekil 2) [4].
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KONSANTRASYON

G1FAZI S FAZI G2FAZI MFAZI

Sekil 2. Hiicre dongiisiinde siklin seviyeleri

G1, hiicrelerin boliinmesinde bir sonraki asamaya (S) giivenli sekilde ilerlemek i¢in gerekli olan
tiim bilgilerin edinildigi hiicre dongiisiiniin ilk asamasidir. Hiicreler, aktif olarak ¢ogaliyorlarsa (M / G1
gecisi) sitokinezi tamamladiktan sonra veya daha dnce dongiiden ¢ikmislarsa (GO / G1 gecisi) GO olarak
bilinen durgun bir durumdan G1’e girerler. Hiicre kiiltiirii deneylerinde, mitojenik stimiilasyondan
birka¢ saat sonra hiicrelerin mitojen bagimsiz hale geldigi gdosterilmistir. Ayrica mitojenlerin
uzaklastirilmasi, GO’a donmelerini saglar. Mitojen bagimliligindan mitojen bagimsizligina bu kritik
gecis, kisitlama (R) noktasi olarak adlandirilmaktadir. Genellikle, bu gecis G1 fazini erken ve ge¢ G1’e
bolmek i¢in kullanilir. Her durumda, R noktasi bir ‘geri doniisii olmayan noktay1’ temsil eder, bundan
sonra hiicreler yeni replikasyon dongiisiine gecis yapar. R noktasindan gecisi diizenleyen
mekanizmalarin diizgiin kontrolii, normal hiicre proliferasyon seviyelerini korumak hiperplastik veya

neoplastik biiyiimeyi 6nlemek i¢in gereklidir [5].

Hiicre Dongiisiinde CDK4 / 6 ve Diger CDK’larin Rolii

Hiicre dongiisii diizenlemesinde CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 ve CDK6’nin dogrudan rolleri
vardir. CDK7, CDKS, CDK9, CDK10 ve CDK11’1n DNA sentezi ve transkripsiyon diizenlemesinde ve
CDKS5’1n postmitotik fonksiyonlar1 mevcuttur [4].

CDKA4-SiklinD, CDK®6-SiklinD ve CDK3-SiklinC kompleksleri, pRb (retinoblastoma proteini)
fosforile ederek GO / G1 gecisini (hareketsiz hiicrelerde) ve G1’in erken evrelerini diizenler. CDK2-
SiklinE kompleksleri, mitojenik olarak bagimsiz olan pRb’nin fosforilasyonunu tamamlar ve G1 / S
gecisinde, DNA replikasyonunda rol oynar. CDK2 daha sonra S fazinda ilerleme sirasinda Siklin A ile
birlesir. CDK1, Siklin A ve Siklin B'ye sirayla baglanarak S / G2 ve G2 / M gegislerine katilir. CAK
(CDK aktive edici kinaz), tim hiicre dongiisi CDK’larim1 fosforile eder. CDK7, hem aktivasyon

segmentinde (T dongii) rol oynar hem genel transkripsiyon faktoriiniin bir bilesenidir. CDK®8’in
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transkripsiyon dongiisiiniin bircok asamasinda gen aktivitesini tesvik eder. CDK9 RNA Polimeraz [I’nin
en biiyiik alt birim C-terminali alanini fosforile ederek islev goriir. CDK10 / 11 nérogenezde néron
apoptotik siirecinin negatif diizenlenmesinde ve beyin, goz, karaciger, ve peritoneal bolgede histon
fosforilasyonuna katilir. CDK10 ve CDKI11 mitozda rol oynayabilir, ancak bunlarin aktif oldugu
fonksiyonel bolgeler iyi anlagilmamistir. Son olarak, G1’e giris igin Siklin F gerekir ve Siklin G, G2 /
M gegisi sirasinda DNA hasar yanitinda rol oynar (Sekil 3) [6].

Sekil 3. Hiicre dongiisiinde CDK’larin rolii

G1 fazmin erken evrelerinde ilk gerceklesen olaylardan biri, sinyal iletim yolunun son noktasi
olan D-tipi siklinlerin sentezi oldugunu bilinmektedir [5]. D tipi siklinlerin varligi, birbiriyle yakindan
iligkili iki kinaz olan CDK4 ve CDKG6’ya katalitik aktivite kazandirir. Aktif Siklin D-CDK4 / 6
kompleksi hiicrelerin R noktasindan ve erken G1 fazindan gegmesine yardime1 olur. Bu, iki bagimsiz
mekanizma ile gerceklesir. Ik olarak, CDK4 / 6-Siklin D, Siklin E1’in sentezi igin gerekli E2F
(Okaryotlarda transkripsiyon faktorleri ailesini kodlayan gen) transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
ile sonuglanan pRb'yi fosforile eder. ikincisi, Siklin D-CDK4 / 6 kompleksleri, birincil rolii Siklin E-
CDK2 aktivitesini inhibe etmek olan hiicre dongiisii inhibitorleri ailesini, siklin bagimli kinaz inhibitor
proteinlerini yani CIP / KIP ailesini baglar. Heterotrimerik Siklin D-CDK4 / 6-CIP / KIP
komplekslerinin olusumu, bu inhibitérlerin uzaklastirilmasiyla Siklin E-CDK2 komplekslerinin inaktive

edilmesini dnleyerek G1 ilerlemesine katkida bulunur (Sekil 3) [8].
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D-tipi siklinler (D1, D2 ve D3), hiicre dis1 sinyal yollarinin ana hedefleridir. Mitojenik sinyaller
D-tipi siklin ekspresyonu sonucu CDK4 / 6’nin hiicre i¢inde konsantrasyonunun artmasina neden olur
[7] . G1 sirasinda D-tipi siklinlerin spesifik antikorlarla bloke edilmesi hiicrelerin S fazina girmesini

onler . Benzer sekilde, D-tipi siklinlerin asirt ekspresyonu in vitro olarak G1 / S gecisini hizlandirir [9].

Hiicre Déngiisiinde CDK {liskili inhibitér Proteinler ve islevleri

pRb, hiicre dongiisiinde hiicreyi G1’den S fazina ilerletmek i¢in gerekli olan sayisiz genin
ekspresyonunu diizenlemesine izin verir. pRb’nin proteinleri baglama ve diizenleme kabiliyeti biiyiik
Ol¢iide fosforilasyon durumu ile belirlenir. pRb hipofosforile oldugunda, E2F dahil olmak iizere
baglanma bolgesiyle iliski kurabilir. Bu baglanma E2F nin hedef genlerini aktive etmesini 6nler. E2F’ye
bagli pRb, transkripsiyonu aktif olarak bastirir. pRb' nin fosforilasyonu, E2F’nin salinmasi ve daha sonra
DNA sentezi i¢in gerekli genlerin aktivasyonu ile sonuglanir. G1 Siklin / CDK komplekslerinin bazilari

fosforilasyon i¢in pRb proteinini hedefler [10].

Sekil 4. Rb’nin hiicre dongiisiindeki roli

pRb fosforilasyonu, tek bir kinaz tarafindan degil, her biri bir pRb’nin fosforilasyon bdlgelerinin
bir alt grubunu fosforile eden bir Siklin/CDK kombinasyonuyla gerceklesir [11].

Hiicre dongiisiinde kontrol basamagi olan R noktasindan gecis Rb protein ailesi, pRb, p107 ve
p130 tarafindan diizenlenmektedir [12]. G1’in baslangicinda, Rb proteinleri, ¢ok sayida proteini
baglamalarina izin veren aktif, fosforlanmamis bir durumda bulunur. pRb’ye baglanma, fizyolojik
hedeflerinden sekestrasyon yoluyla veya inaktif kompleksler olusturarak fonksiyonel inaktivasyonuna
neden olur [13]. G1 sirasinda, Rb proteinleri, D-tipi sikline-bagli CDK4 / 6 ve E-tipi sikline bagh
CDK2’nin ve diger CDK’larin aracilik ettigi ardisik fosforilasyon ile etkisiz hale getirir (Sekil 4). Rb
proteinlerinin inaktivasyonu, G2 / M veya GO sirasinda inaktif olarak muhafaza edilen hiicre dongiisii
ilerlemesi igin gerekli proteinlerin birlikte salinmas1 ve aktivasyonu ile sonuglanir. Dolayisiyla, Rb’nin

fosforilasyon durumu ile hiicresel replikasyon arasinda giiglii baglant1 vardir [14].


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304419X02000379?via%3Dihub#BIB9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304419X02000379?via%3Dihub#BIB23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304419X02000379?via%3Dihub#BIB3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304419X02000379?via%3Dihub#BIB7

198 Arslan vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 193-208, 2022

Ink Ailesi Cip/Kip Ailesi
p1ginka P21

p15inkds p27

p1ginkc p57

Plglnk4d

CDK 4/6

SIKLIN

Sekil 5. CDK4 / 6 iliskili inhibitor protein aileleri

CDK’lar iki polipeptit inhibitori ailesi tarafindan inhibisyona tabidir : CIP / KIP ve INK4 (Sekil
5). Bu inhibitérler, elverissiz kosullar altinda hiicre déngiisii gecisini durdurur. Ug proteinden olusan
CIP / KIP ailesi, CDK’larla etkilesen ve inhibe eden hiicre dongiisii diizenleyicileri olarak tanimlanir.
CIP / KIP protein ailesi ayrica apoptoz, sitoskeletal yeniden diizenleme ve transkripsiyonel diizenlemeye
katilir [15].

CIP / KIP ailesi iiyeleri, p21 ©1, p27 XiPL ve p57 KiP2  CDK-Siklin komplekslerine baglanarak
onlar1 inhibe ederler (Sekil 5). INK4 ve CIP / KIP proteinleri, timor baskilayici aktivite sergiler ve
siklikla insan tiimorlerinde farkli mekanizmalarla inaktive edilir [16].

Ink Ailesi (P16'"k4s, p15inkib
,P1ginkéc, pginksd)

Hiicre Dongtstine Yeniden Girig

Cip/Kip Ailesi (P21, p27, pS7)

Sekil 6. CDK4 / 6 iliskili intibitor proteinlerin hiicre dongiisiindeki roli

CIP / KIP ailesinin CKI’leri hem CDK2’ye hem de CDK4 / 6’ya baglanir ve kinaz aktivitelerini
modiile eder (Sekil 5). Hareketsiz hiicrelerde, CIP / KIP CKI’leri CDK2’ye baglanir ve aktivitesini

inhibe ederek hiicre dongiisii durmasina neden olur (Sekil 6). Dongiisel hiicrelerde, CIP / KIP ailesinin
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CKT’leri CDK2/Siklin E kompleksinden ayrilir ve bunun yerine CDK4 / 6’ya baglanarak CDK2’nin ve

CDK4 / 6’nin daha fazla aktivasyonuna neden olarak hiicreye baglanmasina neden olur [17].

Kanser Olusum Mekanizmasinda CDK 4/6 Rolii

CDK4 / 6-Siklin D / INK4 / Rb yolu, insan kanserlerinde en stk mutasyona ugramis yollardan
biridir. Saglikli bir hiicrede dongii su sekilde ilerler; Aktif CDK4 / 6 Rb’u fosforiller ve pRb inaktif hale
gelerek, hiicre siklusuni devam ettirir. M doneminde hiicresel fosfatazlar ile pRb’de fosfat gruplar
c¢ikarilir. Boylece yeniden hipofosforile sekil ortaya ¢ikar ve pRb yeniden aktifleserek dongiliyli durdurur
(Sekil 7). Kanser hiicrelerinde G1 progresyonu ve S fazi baslangicinin kontrolii bozulur. CDK4 / 6
aktivitesinin ve D-tipi siklinlerin asir1 ifadesi pRb’de mutasyon, delesyon, direkt inaktivasyon veya
pl6’nin ¢ok fazla eksprese olmasi bile siklusta supresor etki yapmaz ve hiicre proliferasyonu devam

eder. Kontrolsiiz proliferasyon sonucunda kanser hiicresi gelisimi ortaya ¢ikar (Sekil 8) [18].

Cogalmayan Hiicre

T
aktif p16 @ inaktif
protein
kinaz
kompleksi
P

aktif pRb

G1 fazi

S fazi genlerinin ekspresyonu inhibe olur

Sekil 7. Kontrolsiiz ¢gogalmayan hiicrenin mekanizmasi

CDK4 c¢ok c¢esitli timorlerde ve timor hiicre dizilerinde c¢ogalir ve asir1 eksprese
edilir [19]. Bazilari, esas olarak gliomlar [20], sarkomlar [21], meme tiimérleri [19] ve rahim
serviksindeki karsinomlar [22] , CDK6 geni, yassi epitel hiicreli karsinomlar ve gliomlar [23] ve lenfoid
timorler [24] dahil olmak tizere belirli tipte malignitelerde ¢ogalir. Kromozomal translokasyonlar

ayrica bazi lenfoid tiimdrlerde yiiksek CDK6 ekspresyon seviyelerini de agiklar.
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Kontrolsuz Cogalan Hiicre

inaktif p16 SIKLIN D Aktif
veya yok protein
kinaz
kompleksi

Fosforillenmis inaktif pRb

aktif

G1 fazi

S fazi genlerinin ekspresyonu aktive olur

Sekil 8. Kontrolsiiz ¢ogalan hiicrenin mekanizmasi

Kanser tedavisinde CDK4 / 6 inhibitorleri

Ug 6zellik CDK inhibitdrlerini potansiyel antitiimdr ajanlari olarak cekici kilar. Birincisi, G1 veya
G2 / M deki hiicreleri durdurarak giiclii antiproliferatif ajanlardir (Sekil 9). Ikincisi apoptozu tek
baslarina veya diger tedavilerle kombinasyon halinde tetiklerler. Ugiinciisii, baz1 durumlarda, CDK ’larin
inhibisyonu hiicre farklilagmasina katkida bulunur. Tanimlanan ilk CDK inhibitérleri, nispeten segici
olmadiklar1 ve preklinik caligmalara dayali olarak bir¢ok teorik hedef dis1 etkiye sahip olduklari igin
“pan-inhibitdrler” olarak tanimlanabilir [25 , 26]. Iki ana nedenden dolay1, pan-inhibitdrlerinin ¢ogu faz
I denemelerinin tesine gegmemistir. Ilk olarak, monoterapi olarak smirli klinik aktivite gdstermistir
[25]. Ikinci olarak, muhtemelen hedef disi etkilesimlerden kaynaklanan ciddi toksisite ile
iligkilendirilmistir. [27].

CDK inhibitorleri, belirli bir CDK’nin hiicresel siiregteki roliinii gostermek igin hiicre
biyolojisinde farmakolojik araglar olarak kullanildiginda, segicilik énemli bir konudur. Bunun aksine,
mutlak segicilik, ¢oklu yollarin diizensiz oldugu karmasik bozukluklari iyilestirmek i¢in en iyi yaklagim
olmayabilir. Aslinda, tek bir etkiden ziyade etki kombinasyonlar1 daha iyi terapotik maddeler
saglayabilir. Hedef araliklarin1 bilmek, hem istenen farmakolojik etkiyi elde etmek i¢in vurulmasi
gereken hedefler dizisi hem de inhibisyonu istenmeyen enzimler hakkinda bilgi saglayarak, iyilestirilmis
klinik etkinlige sahip ajanlarin gelistirilmesine yardime1 olacaktir. fyi ve kétii hedeflerin belirlenmesi,

toksik yan etkilerin 6nlenmesine yardimei olabilir [28].
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Sekil 9. CDK4 / 6 inhibitorlerinin hiicre dongiisiindeki roli

Cogu kanser hiicresi fonksiyonel Rb’yi korur ve bunun yerine CDK4 / 6 kinaz aktivitesini
arttirtr. CDK4 / 6 kinaz aktivitesinin ablasyonu, siklin D’ye bagh tiimorlerde tiimdr bilylimesinin
tamamen inhibe edilmesine neden oldugu gosterilmistir. Ayrica, saglikli hiicrelerin, CDK1 yoklugunda
zarar gordiigli ancak CDK4 / 6’nin yoklugunun iistesinden geldigi gosterilmistir [29].

ER (0strojen reseptorii) pozitif / HER2 (insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2) negatif en
yaygin meme kanseri alt tipidir ve ET (endokrin tedavisi), bu kanser tedavisinin terapdtik omurgasi
olmaya devam etmektedir. Antiostrojen tedavileri baslangicta genellikle etkili olsa da, ER pozitif
hastalarinin yaklasik %350’si yasamlari boyunca ET’ye direng gelistirir ve sonugta hastaligin
tekrarlamasina ve sinirli klinik faydaya yol agar [30].

CDK4/6 inhibitorlerinin kullanimi artik ER pozitif / HER2 negatif meme kanserlerinin bakimina
entegre edilmis olup [31] ET'ye eklenmesi, tek basina antidstrojenlere kiyasla ER pozitif ilerlemis meme
kanserli hastalarin sonuglarini 6nemli dl¢iide iyilestirmistir [32].

Hiicre proliferasyonunu diizenlemede CDK4 / 6 aktivitesinin dnemi ve bu yolagin kanserde aktive
oldugu bilinen mekanizmalar nedeniyle, CDK4 / 6 inhibitdrlerinin se¢ici inhibisyonu gekici bir terapotik
strateji olarak ortaya ¢ikmustir. Tiim bu kanitlar birlikte ele alindiginda segici bir CDK4 / 6
inhibitoriiniin, secici olmayan CDK inhibitorlerden daha genis bir terapdtik pencereye sahip

olabilecegini gosterir [33].

CDK4 / 6 Inhibitérlerinin Etki Mekanizmasi

CDK4 / 6 inhibitorlerinin etki mekanizmasinin mevcut bilgisi temel olarak palbosiklib ile yapilan
preklinik caligmalardan gelmektedir. CDK4 / 6 proteinin N ve C terminal loblar1 ATP baglayici cep
icerir. CDK inhibitorleri; temel olarak hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglar1 yoluyla baglanma igin
ATP ile rekabet edebilmelerini saglayan diisiik molekiiler agirlikli hidrofobik heterosikliklerdendir. RB

ve ilgili proteinlerin fosforilasyonunu bloke eder ve S-faz siklinleri ve mitotik diizenleyici genleri inhibe



202 Arslan vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 193-208, 2022

eder. Niikleotid biyosentezi ve DNA replikasyonunu baskilayarak G1 / S hiicre dongiisiinii kuvvetle
indiikler. Rb pozitif meme karsinomlarinda DNA‘ya timidin eklemesini engelledigi de bildirilmistir
[15].

Palbosiklib, pan- CDK inhibitorlerinin aksine ATP baglanma cebine sikica oturur. Bu,
palbosiklib’in hedefi ile daha biiyiik bir baglanma arayiiziine sahip olmasiyla sonuglanir, etkinligi arttirir

[34].

Secici CDK4 / 6 Inhibitorleri

Pablosiklib (Sekil 10); PD 0332991 koduyla ER pozitif / HER2 negatif meme kanseri tedavisi
icin 2013 Nisan aymda FDA onayi almustir. Palbosiklib CDK4 / 6 i¢in se¢icidir ve diger otuz alt1 protein
kinaza kars1 etkinligi yoktur veya ¢ok azdir. Rb’yi silmis meme kanseri hiicre hatlarina karst higbir
aktivite gostermez. Faz II c¢alismasinda, palbosiklib plus letrozol ile tedavi, sadece letrozole
kiyasla hastalik ilerlemesi riskini % 51 azaltmigtir. Kombinasyon halinde, kemoterapi ve iyonlastirict
radyasyonla klinikte kullanilmaya baslanmusir. Ostrojen reseptoriine edinilmis tamoksifen direncini

yeniden hassaslastirir [15].

Sekil 10. Pablosiklib yapist

Ribosiklib (Sekil 11); LEEO11 koduyla ER pozitif / HER2 negatif meme kanseri tedavisi igin
2017 Mart ayinda FDA onay1 almistir. Manto hiicreli lenfoma, liposarkom, melanom akciger kanseri
pankreas kanseri tedavisi i¢in faz ¢aligmalar1 devam etmektedir. Ribosiklib ve 3-fosfoinositid bagiml
protein kinaz 1 (PDK1) inhibitérii GSK2334470’in kombinasyonu, meme kanseri hiicre hatlarinda
proliferasyonu kuvvetle bastirdigr goézlenmistir. Akciger karsinomu hiicre hatlar1 ve primer timor

orneklerinde, ribosiklib, CDK4 / 6’ya karsi, palbosiklib’den daha se¢ici bulunmustur [35].
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Sekil 11. Ribosiklib yapis1

Abemasiklib (Sekil 12); LY2835219 koduyla ER pozitif / HER2 negatif meme kanseri tedavisi
icin 2018 Subat ayinda FDA onay1 almistir. Abemasiklib CDK4’e kars1 CDK6’ya gore 14 kat daha etkili
oldugu bildirilmistir.

Palbosiklib ve ribosiklibe kiyasla 5 kat daha aktiftir. Diger CDK4 / 6 inhibitdrlerinden farki kan
beyin bariyerini gegebilmesidir. Abemasiklibin LogP degeri ribosiklib ve palbosiklibin yaklagik 2 kati
bu da ATP yarigina baglanma kolaylig1 saglamaktadir [36].

Lys43 ile olusturdugu hidrojen bagi abemasiklibi CDK4 / 6 ya kars1 daha az segici yapar ve bunun
sonucunda CDK 9 inhibisyonu gergeklesir [37].

Sekil 12. Abemasiklib yapisi

Trilasiklib (Sekil 13); ti¢lii negatif meme kanseri hastalar1 i¢in gemsitabin ve karboplatin ile

kombinasyon halinde, faz III ¢aliglarini bitirmis en yeni CDK4 / 6 inhibitoriidiir [38]. Diger
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inhibitorlerden farki reseptore baglanirken ATP yarigmali degildir [39]. G1T2812 koduyla 2021 Subat
ayinda FDA onay1 almistir [40].
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Sekil 13. Trilasiklib Yapisi

CDK4 / 6 Inhibitérlerinin Terapideki Yeri

ER pozitif meme kanseri tedavisi i¢in birgok endokrin tedavisi mevcuttur, ancak klinikte ¢cogu
hastada basarisiz sonuglanmistir. CDK4 / 6 inhibisyonu, endokrin terapisinde direncin iistesinden
gelmek i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Palbosiklib, meme kanserli hastalarda tek bir ajan olarak
calisilmis ancak klinikte yanit oranlar1 (toplam popiilasyonda % 5) oldukca diisiik bulunmustur. Ilk
klinik ¢aligmalardan {imit verici sonuglar palbosiklib’in, endokrin tedavisi ile kombinasyon halinde
aragtirilmasina yol agmigtir [41].

CDK4 / 6 inhibitorlerinin biyolojik fonksiyonunu sinirlayan etmen antitiimér etkilerinin, aktif bir
Rb proteininin varligina bagli olmasidir. Palbosiklib, letrozol ile kombinasyon halinde, ER pozitif /

HER?2 negatif ileri meme kanserli hastalar i¢in FDA’dan hizlandirilmig onay almistir [42].

SONUC VE TARTISMA

Kanserli hiicre dongiisiiniin diizensizligi, kanser hiicrelerinde ila¢ ve endokrin tedavilerine karsi
diren¢ kazanilmasi terapdtik olarak segici hedefe odaklanilmasini ve yeni tedavi yaklasimlarini zorunlu
hale getirmistir. Hiicre dongiisii elemanlarindan biri olan CDK’lara baktigimizda kanser tedavisinde
secici olarak hedefe odaklanabilinecek kinaz ailesindendir. Tiim CDK’larm inhibisyonu ile yapilan
klinik ¢aligmalar sonucunda gozlemlenen istenmeyen etkiler, yine segici bir hedefe odaklanilmasinin
O6nemini bir kez daha vurgulamistir. Hiicre dongiisiiniin kontrol noktasinda dnemli gorev iistlenen CDK4
/ 6’nin kanserli hiicrelerde hiperaktivasyonu gézlenmektedir. Kanser hiicresinde mitoz kontrolsiizliigiine
neden olan CDK4 / 6’nin asir1 aktivasyonun kesfiyle beraber, CDK4 / 6 inhibitdrleri yeni teropatik hedef
haline gelmistir. Hiicre mitoza girmeden, dongliyli durdurmay1 hedefleyen yaklasim CDK4 / 6’y1 inhibe
etmektir. Klinik ¢aligmalarda; segici olarak CDK4 / 6’y1 inhibitérlerinin, pan-CDK inhibitorlerine
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kiyasla istenmeyen etkileri azalttigt ve saglikli hiicreleri de korudugu gosterilmistir. CDK4 / 6

aktivitesinin inhibisyonu bilhassa meme kanserinde umut verici bir terapotik yaklagimdir.
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HEDEFE YONELIK TEDAVIDE GUNCEL YAKLASIMLAR:
LUTESYUM-177 iLE ISARETLIi RADYOFARMASOTIKLER

CURRENT APPROACHES TO TARGETED THERAPY: LUTETIUM-177 LABELED
RADIOPHARMACEUTICALS
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Amag: Son yillarda, hedefe ydnelik radyoniiklid tedavisindeki ilerlemeler sayesinde hastaliklarin erken
teshis ve tedavisinde dnemli gelismeler kaydedilmistir. Tani ve tedavi yontemlerini birlestiren “teranostik”
kavraminin dogmasiyla Lutesyum-177 (Lu-177), hedefe yonelik tedavide énemli bir yer edinmis ve bu alanda
oncti bir bilesik haline gelmistir. Bu derlemede, radyofarmasdétikler, hedefe yonelik tedavi, teranostikler ve Lu-
177 ile ilgili temel bilgilerin anlatilmasi, Y Lu ile isaretli molekiiler tasiyicilar ile "' Lu dan hareketle hazirlanan
radyofarmasotiklerin sunulmasi ve bu konularda yapilmis olan ¢alismalarin gézden gegirilmesi amaglanmistir.

Sonug ve Tartisma: "Lu, yaydigi y ve B isinlart sayesinde niikleer tipta tani ve tedavide kullanilabilen,
6,7 giinliik yar1 omre sahip teranostik bir ajandir. Yiiksek spesifik aktivitesi ve bu aktivite seviyelerine kolay
erigimi ile nispeten uzun yarit émri, bu radyoniiklidin klinik kullanimina olan ilginin ana faktorleri olarak
degerlendirilebilir. Hedeflendirilmis radyoniiklid tedavisi icin tercih edilen bir radyoizotop olan YLu’nun
klinikte néroendokrin tiimérlerin, prostat kanserinin, non-Hodgkin lenfomanin, adenokarsinomun ve karaciger
kanserinin tedavisinde ve kemik agrisim hafifletmede kullamilabilirligi arastirilmis ve sonug olarak "' Lu’nun
kanser ve agri tedavisinde ¢ok biiyiik bir potansiyel gésterdigi bulunmustur. Bu kullanim alanlari ile Lu-177 'nin,
gelecekte niikleer tip alaninda onemli bir yer edinecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Lutesyum-177, radyoniiklid, radyofarmasotik, teranostik

ABSTRACT

Objective: In recent years, thanks to advances in targeted radionuclide therapy, significant advances have
been made in the early diagnosis and treatment of diseases. With the emergence of the concept of "theranostic",
which combines diagnosis and treatment methods, Lutetium-177 (Lu-177) has gained an important place in
targeted therapy and has become a leading compound in this field. In this review, it is aimed to explain the basic
information about radiopharmaceuticals, targeted therapy, theranostics and Lu-177, to present *’Lu-labeled
molecular carriers and *’Lu-labeled radiopharmaceuticals and to review the studies on these subjects.
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Result and Discussion: 7Lu is a theranostic agent with a half-life of 6.7 days, which can be used in
diagnosis and treatment in nuclear medicine thanks to its y and p rays. Its high specific activity and easy access
to these activity levels as well as its relatively long half-life can be considered as the main factors of interest in
the clinical use of this radionuclide. The clinical utility of "’Lu, a preferred radioisotope for targeted
radionuclide therapy, in the treatment of neuroendocrine tumors, prostate cancer, non-Hodgkin lymphoma,
adenocarcinoma, and liver cancer, and in alleviating bone pain, was investigated, and as a result, *’’Lu was
found to show great potential in cancer and pain therapy. With these areas of use, we believe that Lu-177 will
have an important place in the field of nuclear medicine in the future.

Keywords: Lutetium-177, radionuclide, radiopharmaceutical, theranostic

GIRIS

Radyofarmasi, niikleer tipta kullanilan radyofarmasétiklerin dogru kullanimi ve iiretimi {izerine
calismalar yapan bir eczacilik bilim dalidir. Radyofarmasi, radyofarmasoétiklerin hazirlanisindan hastaya
sunulana kadar olan prosesi ve radyofarmasétiklerin formiilasyonunu, iiretim kalitesini, dozlara
boliinmesini, farmakokinetigini ve eger varsa viicuttaki toksisitesini inceler [1].

Radyofarmasotikler, hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilan (% 95 tani, % 5 tedavi),
farmasoétik ve radyoniiklidik kisim olmak tizere iki kisimdan olusan, uygulanan hastada farmakolojik
yanit olusturmayan, dokulari ve organlar1 in vivo hedeflemek igin tasarlanmis radyoisaretli
molekiillerdir [2]. Insanlara uygulandiklari igin steril olmali, pirojen igermemeli, izotonik ve izohidrik
olmalidir. Ideal bir radyofarmasétik, kullanilacag: alana uygun enerjide olmali, uygun foton yaymal,
uygun fiyatli olmali, kolay elde edilebilir olmali, yar1 6mrii kullanilacak alana uygun olmali, kolay temin
edilebilir olmal1 ve hedef organda yiiksek lokalizasyon saglamalidir [2-4].

Radyofarmasdtiklerin igeriginde bulunan ve radyoaktif parcalanmayla (bozunma) beraber
¢ekirdeginden alfa, beta veya gama radyasyonlari yayan, radyofarmasotigin radyoaktivitesinden
sorumlu olan radyoaktif atomlara radyoniiklid denir. Hastaliklarin teshisi amaciyla kullanilan
radyontiiklidler gama 1g1mas1 yaparken, hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilan radyoniiklidler alfa,
beta 1ginlar1 veya auger elektronlar1 yayarlar. Hedeflendirilmis tedavi, hastalikli bolgelerin tedavisi igin
yiiksek dozda radyasyon tasiyan radyoniiklid ile hedef bolgedeki reseptorlere yiiksek derecede afinite
gosteren farmasotik kismi igeren radyofarmasdtikler ile saglanir [2].

Hedeflendirilmis radyoterapi, gelisen ve umut verici bir kanser tedavisi yontemidir. Kanserli
hiicrelerin oldiiriilmesi biyolojik vektorler ve uygun radyoniiklidler kullanilarak saglanir [5]. Bu
yaklasimin birgok avantaji arasinda radyasyonu hedefe ulastirmadaki segiciligi, nispeten daha az siddetli
ve seyrek goriilen yan etkileri ile tedaviden once tiimor tarafindan alimin degerlendirilme olasiligi
bulunmaktadir. Peptid reseptorii radyontiklid tedavisi (Peptide Receptor Radionuclide Therapy, PRRT),
spesifik reseptorleri asir1 eksprese eden kanser hiicrelerine sitotoksik radyasyon dozu seviyeleri
saglamak i¢in tasarlanmis biyolojik hedefleme vektorleri olarak radyoisaretli peptidleri spesifik olarak
kullanan, bolgeye yonelik hedeflenmis bir terapétik stratejidir. Niikleer tipta tan1 ve tedavi olmak iizere

birbirine bagli iki uygulamanin kombinasyonunu ifade eden ve ayni ajan1 kullanan yaklagima teranosis
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veya teranostikler denir [2,6]. Bu yaklasim hedef doku/organa 6zgii molekiillerin kullanilarak ilgili
bolgenin goriintiileme yontemiyle saptanmasi ve ardindan terapotik molekiiliin sorunu ¢ézmesini igerir.
Boylelikle tedavi rejimi kisisellestirilebilir [7-11].

Lu, radyoaktif 6zellikler gosteren, periyodik tablodaki lantanitler grubunun son elementidir.
Atom agirliklari 150 ile 184 arasinda degisen birgok izotopu vardir. Bunlardan *'’Lu dogrudan ve dolaylh
olmak iizere iki sekilde iiretilir. ’"Lu’nun 208 KeV (% 11) ve 113 KeV (% 6,4) goriintiilenebilir gama
foton piklerinin bollugu ve enerjisi, *"’Lu’nun tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (Single Photon
Emission Computed Tomography, SPECT) ile goriintilleme i¢in uygun bir ajan olmasini saglar.
Sintigrafik goriintiiler elde etme yetenegi de, adsorbe radyasyon dozunun tiimorler ve diger organlar
tarafindan tahmin edilmesine yardimci olan ’Lu ile isaretli radyofarmasétiklerin hedefleme,
farmakokinetik ve atilim davranisim degerlendirme firsati saglar. Son yillarda ’Lu, hedeflendirilmis
radyoniiklid tedavisi i¢in tercih edilen bir radyoizotop olarak genis ¢apta arastirilmaktadir [3,12-15].

Bu derleme, giiniimiizde gittikge artan éneme sahip "/Lu radyoniiklidi ve *’Lu ile hazirlanan

radyofarmasotikler hakkinda giincel bilgiler icermektedir.

Radyofarmasotikler

Niikleer tipta hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanilan ve radyoaktif bilesen iceren ilaglara
radyofarmasotik denir [2]. Farmakolojik olarak etki gdstermeyen ilaglar olan radyofarmasdétikler, % 95
tan1 amagh kullanilmakta olup % 5 tedavi edici etki gdstermektedir. Tedavi edici etkiyi 1s1ma yoluyla
yani fiziksel olarak gosterirler [5]. Genellikle i.v. enjeksiyon yoluyla uygulandiklarindan, uygulanan
radyofarmasotigin steril ve pirojensiz olmasi ve iiretim asamasinda tiim kalite kontrol testlerinden
gegmeleri gerekmektedir. Radyofarmasoétikler, konvansiyonel ilag (etken maddesi kimyasal sentez
siirecinden gegirilerek iiretilen ilaglar) gibi Beseri Tibbi Uriinler Ruhsatlandirma Yonetmeligi’ne tabi
tibbi triinlerdir, fakat icerdikleri radyoaktivite nedeniyle dzel tibbi iiriinler olarak kabul edilirler [16,17].

Radyofarmasdtikler iki kisimdan olusur. Bu kisimlar radyoniiklidik ve farmasétik kisim olarak
adlandirilir. Radyofarmasdtiklerde farmasotik kisim hedef organa karsi bir ligand goérevi gosterir.
Radyoniiklid ise 1s1malar (radyasyon) yaparak hedef organin goriintiilenmesini saglayarak etki gosterir.
Radyofarmasoétikler hedeflenen dokuya baglanacak olan farmasétik kisma radyoniiklidin kimyasal
olarak baglanmasiyla elde edilirler. Bu olaya radyoisaretleme denir. Radyofarmasdtiklerin etki edecegi

stire ve raf omrii igeriginde bulunan radyoniiklidik kisimlarin stabilitesine baghdir [16,18].

Tanisal Radyofarmasotikler

Tan1 amaciyla kullanilacak radyofarmasétigin seciminde, molekiiler stabilite, maliyet, iiretim
kolayligi, enerji (100-250 KeV arasi olmal1), saf gama 1s1m1 yayma, hedeflenen bolgeye tutulum ve
parenteral kullanim agisindan uygunluk O©nemli parametrelerdir. Teshiste kullanilacak olan

radyoniiklidler genellikle tek enerjili gama (y) 1s1m1 yayan ve dokulara penetrasyonu yiiksek olan
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radyoniiklidlerdir. Teknesyum-99m (Tc-99m), Indiyum-111 (In-111), Iyot-123 (1-123), Talyum-201
(T1-201), Galyum-67 (Ga-67) ve | -131 gibi teshiste kullanilan radyoniiklidlerin {irettikleri gama 1ginlar
dedektorler tarafindan algilanarak goriintii elde edilir. Hastaliklarin teshisinde en ¢ok tercih edilen
radyoniiklid Tc-99m'dir ve bu radyoniiklid sadece monoenerjetik gama 151n1 (140 KeV) yayar. Fiziksel
yartlanma Omri 6 saat olan Tc-99m’in, i.v. olarak verildiginde ise viicuttan atilma siiresi 24 saattir
[4,17].

Terapotik Radyofarmasdtikler

Terapotik radyofarmasotikler, viicutta yiiksek 6zgiilliikle spesifik olan belirli hastalik bolgelerine
(en sik tiimorler) iyonlastirici radyasyonu terapdtik dozlarda sunmak {izere tasarlanmis radyoisaretli
molekiillerdir. Tedavide kullanilan radyofarmasoétikler daha agir ve iyonize olma giicii daha fazla olan
radyofarmasotiklerdir. Bu radyofarmasétikler kolaylikla absorbe olma 6zelligine sahiptir. Tedavide
kullanilacak olan radyofarmasétiklerde radyoniiklidin enerjisinin 1 MeV’den biiyiik olmasi tercih edilir.
Radyofarmasdtiklerle yapilan tedavilerde temel amag¢ hastalikli veya hasarli bdlgeye iyonlastirict
radyasyon vermektir. Iyonlastiric1 radyasyon vererek hastalikli bolgeye hasar verilmis olur [5]. Tedavi
icin kullanilacak radyofarmasétiklerin genellikle alfa veya beta parcacik icermesi istenir. Beta parcacik
yayan radyofarmasotikler dokuda daha iyi dagilim gostermelerinden ve menzillerinin daha uzun
olmalarindan dolay1 alfa parcacik yayan radyofarmasoétiklere gore istiindiir. Alfa parcaciklarinin
menzilleri birkag um olup yeterince mesafe katedemediklerinden kisa mesafelerde enerjilerinin
tamamin1 kaybederler ve beta pargaciklarina gore daha az homojenite saglarlar [19-20]. Tedavide
kullanilacak radyofarmasotiklerde etkin yar1 Omiir (giinler, haftalar) genellikle uzundur.
Radyofarmasotigin yiiksek hedef/hedef dis1 orani tedavinin etkinligini arttirir [20,21].

Beta partikiil yayici radyoniiklidler, nispeten uzun yol uzunluguna (0,8-5 mm) ve diisiik dogrusal
enerji (0,2 KeV.um™) aktarimlarina (Linear Energy Transfer, LET) sahip olduklarindan yaygin olarak
kullanilan radyoterapétiklerdir. Beta partikiillerinin emisyonu ve doniisiim elektronlar: ile bozunan
radyontiklidler, biiyiik tiimér hacimlerini tedavi etmek ic¢in uygunluklari nedeniyle radyoterapotik
uygulamalar i¢in siklikla kullanilmaktadir. Capraz atesleme etkisine sahip Itriyum-90 (Y-90) veya
Renyum-188 (Re-188) gibi beta yayicilar, zayif perfiize ve hacimli timoérlerin tedavisi i¢in daha
uygunken, Lu-177 gibi disiik enerjili beta yayicilar kiigiik metastazlari hedeflemek igin daha uygundur
[3,22].

Alfa parcaciklari, dogrusal izleri boyunca yliksek yogunluklu iyonizasyon iireten yiiksek enerjili
helyum ¢ekirdekleridir. Bu monoenerjetik pargaciklar enerjilerini kisa araliklarda biriktirir. Alfa
pargaciklari ¢ok daha yiiksek enerjiye (4-9 MeV) sahiptir, ancak dokuda sadece birkag hiicre ¢ap1 (yani
40-100 um) boyunca hareket ederek molekiiler hedeflemede etkili bir sekilde kullanilir.
Hedeflendirilmis radyoniiklid tedavisi i¢in alfa parcaciklarinin bir baska 6zelligi de, biiyiikliikleri ve
yiikleri nedeniyle enerjinin nispeten kisa mesafelerde birikerek yiiksek LET (~100 KeV.um?) ile
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sonuglanmasidir. Alfa parcaciklari, geleneksel dig X-1s1n1 radyasyonundan veya beta pargaciklarindan
daha fazla DNA'y1 gegerken, nispeten yogun iyonizasyon olaylar1 yoluyla 100-1000 kat daha fazla enerji
kaybeder. Iyonlasma olaylar1 arasindaki ortalama mesafe, iki DNA ipligi arasindaki mesafeyle
eslestiginden, yiiksek alfa parcacigi dogrusal enerji transferi DNA'da ¢ift iplikli kirilmalar yaratir.
Radyoniiklid tedavisinde alfa yayan radyoniiklidler olarak Bizmut-212 (Bi-212) ve Astatin-211 (At-
211) kullanilmaktadir [22,23].

Radyoaktif bozunma sirasinda yayilan diisiik enerjili Auger elektronlarimin ¢ogu, enerjilerini
hiicresel boyutlarda biriktirerek bozunma bolgesinin hemen yakininda olduk¢a lokalize bir enerji
yogunlugu iiretir. Auger-elektron yayicilarin hiicre ¢ekirdegine dahil edilmesi yiiksek radyotoksisiteye
neden olur [3,23].

Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik tedavi, radyoniiklidlerin belirli biyolojik bolgelere taginmasi/hedeflenmesi igin
molekiiler vektor gorevi goren ajanlarin kullanildig: bir tedavi yontemidir. Hedeflendirilmis tedavide
kullanilmak tizere tasarlanan ajanlar hedeflenen bolgelere 6zgii bir afiniteye sahip tasiyict molekiiliin
varligr nedeniyle hedef oOzgiilliigii ile donatilmistir. Hedeflendirilmis tedavi sayesinde hastalarin
viicutlarindaki kanserin algilanmasi ve bu kanserin evrelenmesi i¢in bir ¢cok muayeneden gegmesine
gerek kalmamaktadir. Niikleer goriintilleme teknikleri, morfolojik degisiklikleri tespit edebilen
anatomik goriintiilemenin aksine, fizyolojik degisikliklerin tespitine dayanan non-invaziv bir
goriintiileme teknigidir [22,23].

Radyoimmiinoterapi kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynar. Kanserli hiicrelerde tiimorle iligkili
olan antijenlere kars1 yonlendirilmis radyoniiklid ile isaretlenmis monoklonal antikorlar kullanilarak
tedavide etkin rol bir saglanir. Tiimorle iligkili antijene spesifik olarak verilen antikor, dozun normal
hiicrelerden ¢ok tiimdrlii hiicrelere dagilmasini saglar. Terapotik radyofarmasdétiklerin en ¢ok istenen
ozellikleri, hedefe yeterli radyasyon dozu sunabilme, radyoniiklidi tasiyan metaboliti koruyabilme ve
hedeflenmemis doku ve organlardan radyoaktivitenin hizli bir sekilde temizlenmesini saglayabilme

yetenegidir [3,24].

Teranostikler

Son zamanlarda molekiiler hedefleme vektorleri ve radyoniiklidlerin uygun kombinasyonlari
kullanilarak tan1 ve tedaviye entegre bir yaklagim anlamina gelen teranostik kavraminin uygulanmasina
baslanmigtir. Tedavi ve teshis kelimelerinin bir araya getirilmesiyle olusmus bir kelime olan teranostik
terimi birlesik kullanimi tanimlamak igin ortaya ¢ikarilmigtir. Teranosis olarak bilinen teranostik
kavrami, hastaligin tam tanisim1 takiben belirli bir hastada tedaviyi uyarlamak ve bdylece
kisisellestirilmis tip kavramini tanitmak i¢in kullanilmaktadir [2,6]. Molekiiler goriintiileme ve tani
testleri, terapotik ajanla ayni veya benzer kimyasal yapiya sahip bir tani ajani ile gergeklestirilir. Hem

tedavi hem de teshis amagli In-111, 1-131, Lu-177, Holmiyum-166 (Ho-166) gibi radyoniiklidler
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kullanilarak teranostik calismalar yapilmaktadir. Bir teranostik sistem, genellikle, spesifik olarak
hedeflendirilmis, tanisal veya terapotik radyoniiklidlerle isaretlenmis molekiiler hedefleme vektorleri
kullanilarak olusturulur. Teranostikler, bir hastanin spesifik tedavisi i¢in kullanilan siirecleri tanimlar.
Bir ilaca daha uygun olan hastalar1 belirlemek veya bir ilacin ne kadar ¢alistigini belirlemek i¢in tam
testlerinin kullanilmasi olarak tanimlanir [25-27].

Niikleer tip, teranostiklere terapotik etki saglamak igin bir tan1 maddesinin dozunu artirma firsati
sunmaktadir. Bu yontemin avantaji, gerekli biyofarmakokinetik bilgilerin tedavi 6ncesi saglanmas1 ve
dozimetreyi kritik bir organ/dokuya hapsetmek i¢in SPECT/Bilgisayarli Tomografi (Computed
Tomography, BT) veya Pozitron Emisyon Tomografisi (Positron Emission Tomography, PET)/BT
goriintiileme yontemlerinin kullanilarak goriintiileme yapilabilmesidir. Elde edilen bilgiler, tolere edilen
maksimum dozu tanimlamak i¢in kullanilir. Goriintiileme sonuglart uygun bulunursa, genellikle ayni
radyofarmasotigin daha yiiksek dozunu kullanarak hedefe yonelik molekiiler tedavi saglamak amaciyla
dozun cesitli deneylerle takip edilmesinin giivenli ve uygun oldugu kabul edilir. Bu faktorler ayni
hastada kisisellestirilmis goriintiillemenin yani sira ayni radyofarmasoétik ile tedavi yapabilmek igin
ozellikle 6nemlidir. Bu konsept kullanilarak hem tan1 hem de tedavi yapilabildiginden, teranostik tedavi
rejimi kisisellestirilmis bir tedavi rejimidir. Belirli bir hasta i¢in belirli bir doz planlanir. Bu durum,
kisisellestirilmis tibbin temelini olugturmaktadir. Boylece, bir ilacin etkinligi, giivenligi ve uygun doz

araligi kontrol edilebilir [26,28].

Lutesyum-177

Lu, sulu ortamda iiglii pozitif Lu*® iyonu olusturan tipik bir lantanittir. Tiim bilesikleri +3 degerlik
durumundadir. Tim tuzlarinin sulu c¢ozeltileri renksizdir, kuru formlar1 ise beyaz kristal kati
maddelerdir. Nitrat, siilfat ve asetat tuzlar1 suda ¢oziiniir ve hidratlar olusturmak i¢in su molekiilleri ile
kristallesirken, oksit, hidroksit, floriir, karbonat, fosfat ve oksalat tuzlar ise suda ¢6ziinmez [3,29,30].
Dogal olarak olusan Lu, ¢ok uzun yar1 émiirlii radyoizotop "®Lu (T12 = 3.78 x 1010 yil) ile birlikte
stabil izotop Y°Lu (% 97,41) olarak bulunur. Kiitle sayilar1 150 (**°Lu) ile 184 (***Lu) arasinda degisen
23 niikleer izomer de dahil olmak tizere 50'den fazla Lu radyoniiklidi {iretilmistir. Bunlarin arasinda,
uzun émiirlii radyoniiklidler "*Lu (T12 = 3,31 yil) ve 1 Lu'dur (T12 = 1,37 yil). Kalan radyoniiklidlerin
yar1 omiirleri 9 giinden azdir ve ¢ogunun da yar1 émiirleri 30 dakikadan azdir. Kararli Y°Lu'dan daha
hafif radyoniiklidler, Iterbiyum (Yb) izotoplar1 iiretmek igin elektron yakalama veya pozitron emisyonu
yoluyla bozunur. Daha agir radyoniiklidler, Haftniyum (Hf) izotoplar1 iireterek, esas olarak - emisyonu
yoluyla bozunur. Lu'nun 18 yar1 kararli durumu arasinda en kararli olan1 *"™Lu (T12 = 160.,4 giin) ve
174m) y'dur (T2 = 142 giin). Bu yar1 émiirler, karsilik gelen Lu radyoniiklidlerinin temel durumlarimin
yar1 Omiirlerinden daha uzundur [31].

Lu-177min benzersiz kimyasal ve niikleer-fiziksel Ozellikler kombinasyonu ve radyoniiklid

tedavisindeki modern egilimler, bu radyoniiklide olan ilgiyi dnemli 6l¢iide arttirmistir. Tedavide gec
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kullanimina ragmen Lu-177, hedefe yonelik radyoniiklid tedavisinde 6nde gelen radyoniiklidlerden biri
olmay1 basarmistir. Hedeflendirilmis molekiiler tedavilerde Lu-177"in kullanimi, tiimér hiicrelerinin
yiizeyinde asir1 eksprese edilen hiicre yiizeyi reseptorlerini hedefleyen peptidlerin kullanimini igeren
molekiiler ve hiicre biyolojisindeki ilerlemelerden sonra artmistir. Lu-177'min niikleer tip
prosediirlerinde artan kullanimi ve terapotik ajanlarmin yaygin uygulamalart hem hedeflendirilmis

radyontiklid tedavisinin ilerlemesini hem de bu terapdtik yontemlerin gelismesini tesvik etmistir [13,32].

7Lw’nun Uretim Yollari

Diinya genelindeki arastirma reaktorlerinde Lu-177 igin her iiretim ve isleme stratejisi, Lu-177'yi
kabul edilebilir radyoniiklidik ve radyokimyasal safliga sahip kimyasal bir formda elde etmek amaciyla
kullanilmistir. Lu-177, bir siklotron kullanmlarak yiiklii par¢acik hizlandiricisi ile de iiretilebilmesine
ragmen, bir niikleer reaktordeki nétron 1g1nlamasi iiretim igin en pratik ve uygun maliyetli yoldur. Yiklii
pargacik hizlandirma yolu ile radyoaktivite verimleri ¢ok daha diisiiktiir ve islem daha pahalidir, bu
nedenle bu yontem pratik degildir. Bir niikleer reaktorde, Lu-177, zenginlestirilmis Lu-176'nin dogrudan
aktivasyonu kullanilarak n6tron aktivasyonu ile veya Yb-176'nin aktivasyonu ve ardindan Lu-177"ye 3~
bozunmasi yoluyla dolayli yoldan hazirlanabilir. Niikleer tip uygulamalarinda ise ’’Lu elde etmek igin
hem "dogrudan" hem de "dolayli" reaktor iiretim yollari izlenebilir: Dogrudan iiretim yolu, *®Lu (n, y)
7L u reaksiyonu ile *"*Lu hedefinin nétron 1sinlamasina dayanmaktadir. Dolayli iiretim yolu ise, 1¢Yh
(n,7) Y"Yb — Y"Lu ve ardindan Y’Lu'nun *"®Yb hedef atomdan kimyasal olarak ayrilmasim gerektirir
(Sekil 1) [3,13,15].

ML 17y iy

“ﬁLll

(% 2,59) (6,39 giin) (160,4 giin)
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Sekil 1. Lu-177’nin {iretim yollart
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77y ile isaretli Molekiiler Tastyicilar
Cok az1 klinik kullanima giren '"Lu ile isaretli bir dizi ajan, preklinik ortamlarda

degerlendirilmistir.

Monoklonal Antikorlar

Monoklonal antikorlar spesifik radyoniiklidlerle isaretlenerek radyoniiklidlerin timor bdlgelerine
iletilmeleri i¢in hedeflenen molekiiler araglar olarak kullanilirlar. Y-90 ve I-131, radyoimmiinoterapide
cogu monoklonal antikorun isaretlenmesinde Lu-177’ye gore daha yaygin olarak kullanilan
radyoniiklidlerdir. Y’n 2,7 giinliik yar1 dmriine kiyasla ""Lu’nun daha uzun yarilanma 6mrii (6,89
saglamaktadir. EK olarak, ’Lu'nun B~ pargaciklarinin diisiik enerjisi nedeniyle, kemik iligi toksisitesi
de daha diisiiktiir. Daha uzun yar1 6miir doz oranim diisiiriirken, aynit dozu bir siire daha diisiik
aktiviteyle saglar ve ayn1 zamanda hedeflenmemis antikorun radyasyon dozunun biiyiik kismini, hedef
dist dokulara vermeden Once dolagimdan elimine edilmesine yardimci olur. Sonug olarak, kandaki
seviyeler diistiikten sonra radyoniiklidin biiyiik bir kismi1 bozunur. Lu-177 tarafindan yayilan gama
1sinlart kullanilarak, radyoimmiinokonjugatin lokalizasyonunu tespit etmek i¢in sintigrafik goriintiileme
gergeklestirilebilir. Lu-177 ortalama 133 KeV (maksimum 497 KeV) enerjiye sahip B~ pargaciklar
yayarak, hedeflendigi bir hiicreden yaklagik 12 hiicre ¢apindaki hiicrelere de radyasyon dozlarinin
iletilmesini saglar. Bu durum yaklagik 50 hiicre ¢apinda maksimum hiicre—etkilesim potansiyeli
olusturur. Y’Lu'nun *°Y'e gore daha diisiik renal toksisitesi, ’’Lu bazli monoklonal antikorlarin
gelistirilmesine hiz kazandiran avantajli bir 6zelliktir [33-36].

Su anda, cesitli kanser tiirlerinin immiinoterapisi icin Amerika Gida ve ilag Dairesi (Food and
Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanmig birka¢ monoklonal antikor vardir. Bu {iriinler
Rituximab (B-hiicreli lenfomalar), Trastuzumab (meme kanseri), Alemtuzumab (kronik lenfositik
losemi), Cetuximab (kolorektal, bas ve boyun kanserleri) ve Bevacizumab (kolorektal kanserler)’dir.
Radyoimmiinoterapi i¢in FDA tarafindan onaylanan iki radyoaktif isaretli monoklonal antikor, anti-
CD20 antikorlarina (Zevalin: *°Y ile isaretli Ibritumomab ve Bexxar: I ile isaretli Tositumomab)
dayanmaktadir. Bu ajanlarin her ikisi de, B hiicreli lenfomal1 hastalarda tek bir tedaviyi takiben 6nemli
antitimor yaniti gostermis ve 3-7 yil siiren % 40-70'in iizerinde tam yanitla sonu¢lanmistir [33].

Terapétik radyofarmasotiklerin ~ gelistirilmesi  igin  monoklonal antikorlarm 7Lu ile
radyoisaretlenmesini igeren birka¢ calisma vardir. Bu calismalarin ¢ogunda selatér madde olarak
1,4,7,10-Tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetraasetik asit (DOTA) kullanilmistir ve ’Lu'nun antikora
baglanma grubunun ya DOTA ¢ercevesinin N atomuna (6rn., DOTA-NHS ester) ya da DOTA kisminin
ana karbosiklik omurgasi tizerindeki C atomuna (6rn., p-SCN-Bn-DOTA) baglandigi goriilmiistiir.

Termodinamik stabilite, ayrisma oranlari ve serum stabilitesi gibi ligand yapisinin ve fiziksel
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ozelliklerinin, radyoisaretli koordinasyon komplekslerinin in vivo ayrismasinin kontrol edilmesinde
onemli bir rol oynadigi kanitlanmustir [3].

Lu-177 ile isaretlemede kullanilan monoklonal antikorlar sunlardir: Anti CD-20, Anti-L1-CAM,
ch81C6, Anti-VEGF, CC-49, Setuksimab, cG250, 7E11, hLL2 (Epratuzumab), huA33, Hu3S193, J-
591, MOv18, Pertuzumab, RS7, Trastuzumab, U36 [3].

Peptidler

Neredeyse tim kanserlerin tiimor ylizeyinde spesifik reseptorlerin asirt ekspresyonuna sahip
olmas1 PRRT nin temelini olusturmaktadir. PRRT'min en yaygin kullanilan yontemi, néroendokrin
tiimorlerde asirt eksprese edilen somatostatin reseptorlerini hedeflemek igin somatostatin analoglarinin
kullanilmasidir. Diger 6rnekler, osteosarkomlar, noroblastomlar, glioblastomalar, melanomlar, akciger
ve meme karsinomlari, kiiglik hiicreli akciger karsinomu ve mediiller tiroid karsinomu igin
kolesistokinin reseptorleri dahil olmak tizere farkli biiyliyen tiimor tiirlerinin yani sira neovaskiiler
sistemin aktive edilmis endotel hiicrelerinde bulunan integrin reseptorleri (avp3), glioma i¢in epidermal
biiyiime faktorii reseptorleri, prostat ve gogiis kanserleri igin gastrin salgilayan peptid/bombesin
reseptorleridir. Tiimorde asir1 eksprese edilen antijenleri hedefleyen peptidlerin diger 6nemli 6rnekleri
arasinda bombesin, kolesistokinin/gastrin, glukagon-benzeri peptid-1 (Glucagon-Like Peptide-1, GLP-
1)/eksendin ve arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) say1lmaktadir. Bu baglamda, radyontiklid tedavisi i¢in
radyofarmasdétikler gelistirmek amaciyla Y"Lu ile radyoisaretli ¢esitli peptidler elde edilmistir.
Radyoniiklid tedavisi i¢in tiimor hiicrelerini hedeflemek amaciyla ilgi duyulan en 6nemli peptidler,
noropeptidler olarak da adlandirilan fizyolojik olarak meydana gelen diizenleyici peptidlerdir. Bu
peptidlerin biiylik ¢ogunlugu, membrandaki G proteinine bagl reseptorlere baglanarak diizenleyici

islevlerine aracilik etmektedir [37-39].

Fullerenler

YLu'nun radyoisaretli fullerenlerle potansiyel terapdtik olarak kullammi yakin zamanda
Debinski ve ark. tarafindan bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada, beyin tiimorii fare modelinde, Y7Lu ile
isaretli bir metallofullerenin (f-Gd3N@CB80) konveksiyon yoluyla arttirilmis intratiimoral iletiminin,
Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) tarafindan, uzun siireli bir metallofulleren timér retansiyonu
ile medyan sagkalim 21'den 52 giine arttirdifi gosterilmistir. ’Lu'nun bir fulleren kafeste
enkapsiilasyonunun yani sira, radyontiklidin en az bir yari 6miir (6,7 giin) boyunca bu kafes i¢inde
tutuldugu gosterilmistir. Ayrica bu ajanin bir interlokin-13 (IL-13) peptidi ile konjugasyonu,
glioblastoma multiforme tlimorlerinde reseptorleri haritalamak i¢in uygun oldugu bildirilmistir [40].
Porfirinler

Porfirin tiirevleri, uygun terapotik radyoniiklidlerle isaretlenerek hedeflendirilmis timdr tedavisi

icin potansiyel ajanlar olarak kullanilabilen molekiiler vektorlerdir. Bu kapsamda suda c¢oziiniir



218 Higir vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 209-230, 2022

5,10,15,20-tetrakis [4-karboksimetilenoksifenil] porfirin tiirevi sentezlenerek p-aminobenzil-DOTA ile
konjuge edilmistir. 1""Lu ile isaretlenen konjugat ile fibrosarkom tagiyan farelerde yapilan biyodagilim
calismalarinda 6nemli timor/kan ve tiimdr/kas oranlarina sahip tutulum goriilmiistiir. Yapilan sintigrafik
caligmalar da bu benzer bulgular1 dogrulamistir. Kontrol grubuna kiyasla tedavi edilen hayvanlarda
timor biiylimesinde Onemli bir gerileme gozlemlenmesi, ""Lu ile isaretli porfirin tiirevlerinin

hedeflendirilmis tiimor tedavisinde umut vaadedici oldugunu gostermistir [41,42].

Steroidler

Teshis ajanlar1 olarak kullanim amaciyla yiliksek reseptdr afinitesine sahip dstrojenlerin Brom-77
(""Br), 121, 1°] ve 88Re ile radyoaktif isaretli tiirevlerinin kullanimi i¢in birgok ¢aligma bildirilmistir.
Y"Lu ile isaretli estradiol tiirevinin potansiyel radyoterapétik ajanlar olarak kullanilmasi nispeten yeni
bir ¢aligmadir. Bir g¢alismada, 6a-amino-17 B-estradiol, bifonksiyonel selatlayici ajan olarak bir C-
fonksiyonellestirilmis p-tiyosiyanatobenzil DOTA tiirevi ile birlestirilmesi yoluyla bir steroid konjugati
sentezlenmistir. Bu g¢alisma igin 17B-estradiol, 6a-aminoestradiole doniistiiriilmiis ve daha sonra p-
tiyosiyanatbenzil-DOTA ile konjuge edilmistir. Y’Lu ile isaretlenen p-NCS-benzil-DOTA-estradiol
konjugati oda sicakliginda stabil bulunmus ve hazirlandiktan sonra 7 giin siireyle radyokimyasal
safligin1 % 77 oraninda korumustur. Ostrojen reseptdrlerini asir1 eksprese ettigi bilinen MCF-7 insan
meme kanseri hiicre hatt1 ile yapilan baglanma ¢alismalarinda "Lu ile isaretli konjugat estradiol

reseptorlerine karsi da yiiksek 6zgiillitk gostermistir [43].

Nitroimidazoller

Nitroimidazol tiirevlerinin hipoksik veya anaerobik bolgelerde birikmesi, bu bilesiklerin,
hipoksik dokulara hedeflendirilmis iyonlastirici radyasyonun 6ldiiriicii etkisini artiracak radyosensitize
edici maddeler olarak kullanilmasini saglamaktadir. Tiimor hipoksisi, hiicreleri kemo ve radyasyon
tedavisine kars1 direngli hale getirmekte ve kanser tedavisi i¢in bir zorluk olusturmaktadir. Yapilan
calismada, 5-nitroimidazoliin bir DOTA konjugati Y'"Lu ile radyoisaretlenmistir. Bildirilen prosediir p-
aminobenzil-DOTA'nin, metronidazoliin karboksilik asit tiirevi olan 2- [N- (2’-metil-5il-nitro) -
imidazolil] etanoik asidin uygun sekilde yerlestirilmis bir amino siibstitiientinin —COOH grubu ile
konjugasyonunu igermektedir. Y’Lu ile isaretli konjugatin % 97'ye varan sentez ve isaretleme

verimlerine sahip oldugu bulunmustur [44,45].

insan E. coli Istya Dayamkl Enterotoksini

Insan E. coli 1s1 kararli enterotoksin (ST), N1 SSNYCCELCCNPACTGCY 19 olarak belirlenmis
19 aminoasit dizisine sahip olup spesifik olarak normal bagirsak epitel hiicrelerinin apikal ylizeyinde ve
insan kolorektal kanser hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek yogunlukta bulunan guanilat siklaz C (GC-C)
reseptdriine baglanmaktadir. Giblin ve ark., DOTA selator ajan ile birlestirilmis Y"Lu isaretli ST analogu

ile umut vaadeden sonuglar bildirmistir. T84 insan kolon kanseri tiimorii ksenograftlari tagiryan SCID
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farelerinde yiiriitiilen biyodagilim ¢calismalarinda, ’"Lu ile isaretli peptid-DOTA konjugati, 1 saat p.i.'de
idrarda enjekte edilen aktivitenin % 90" ile hizli kan klirensi gdsterdigini bulmuslardir [46,47].

Lu-177’den Hareketle Hazirlanan Radyofarmasatikler
"Lu—~Anti CD20

Rituksimab, B lenfositlerinde ve B hiicreli non-Hodgkin lenfomalarin yaklasik % 90'inda bulunan
hidrofilik bir transmembran antijen olan bleomosit antijen CD20'ye segici olarak baglanan kimerik bir
fare-insan monoklonal antikorudur. CD20 antijeni, hiicre dongiisii baslatma ve farklilasmasinin
aktivasyon siirecindeki erken agamalar1 diizenlemektedir. Serbest CD20 antijeni dolagimdaki kanda
tespit edilemez ve antikora baglandiktan sonra hiicre yiizeyinde tutulur. Giiniimiizde anti CD20
antikorunu kullanan iki tescilli radyofarmasétik vardir. Bunlar Zevalin (*°Y-Ibritumomab) ve Bexxar'dir
(**11-Tositumomab). Bir galismada, anti CD20 antikoru (Rituksimab), antikor molekiilii iizerindeki lizin
kalitilarinin e-NH2 gruplar1 ve izotiyosiyanat-benzil-DOTA arasinda olusan tiyoiire baglari araciligiyla
modifiye edilmistir. Konjugat, 444 MBq.mg? (12 mCi)'lik spesifik aktiviteye sahip "Lu ile
isaretlenmistir. Caligmada, pH'in 9,0'dan 9,5'e ve antikor konsantrasyonunun 10'dan 100 mg.mL*'ye
yiikseltilmesi sonucu, antikor molekiilii bagina birden fazla DOTA molekiilii iceren bir konjugat
[(DOTA)4 — Rituksimab] olustugu goriilmiistiir [48].

Bir caligmada, niikseden non-Hodgkin lenfomali iki hastaya "Lu—DOTA-Rituksimab
uygulanmis ve sonuglar, ajanin iyi tolere edildigini gdstermistir. Bu durum, *"’Lu—Rituksimab’in,
niikseden non-Hodgkin lenfoma hastalarinda az yan etki ile tedavide iyi bir ajan olabilecegini

gostermektedir [3].

177 u-CC49

Bildirilen ilk ve en kapsaml olarak *"’Lu ile radyoisaretlenen monoklonal antikor, birka¢ ana
kanserde eksprese edilen, tiimor ile iliskili glikoprotein 72'ye (TAG-72) 6zgii bir murin monoklonal
antikor olan CC-49'dur. TAG-72, gastrointestinal sistem adenokarsinomlarinda, yumurtalik ve
endometriyal karsinomlarda, kiiciik hiicreli olmayan akciger adenokarsinomlarinda, pankreas
karsinomlarinda ve meme karsinomlarinda eksprese edilmektedir. CC49, ikinci nesil TAG-72'ye 6zgii
bir antikordur ve bildirilen bir yéntemde, *"’Lu, p-aminobenzil DOTA ile dnceden kompleks haline
getirilmis ve daha sonra tiyofosgen ile aktive edilmis, ardindan CC49 monoklonal antikoru ile
konjugasyondan once ters fazli kartus saflagtirmasi yapilmistir. Monoklonal antikor ile *’Lu-DOTA
konjugasyonu, monoklonal antikorun lizin—NH> grubu ile aril izotiyosiyanat grubu araciligiyla
gergeklesmektedir. Bu baglamda, subkutan ksenograft tiimorlerinde lokalize olan ve hizli plazma
klirensi sergileyen yeni bir insanlastirilmis anti-TAG-72 monoklonal antikoru (HuCC49DeltaCH?2)
gelistirilmistir [49].

Baska bir calismada Y’Lu ile isaretlenmis murin CC49 monoklonal antikoru, Faz I/1l klinik

deneylerde karin boslugu ile sinirly, tekrarlayan TAG-72 pozitif yumurtalik karsinomunun intraperitonal
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tedavisi i¢in kullanmilmigtir. Bu caligmada klinik etkinlik gdzlenmis ve kemik iligi baskilanmasi
nedeniyle tedavi dozlar sinirlandirilmistir. Klinik dncesi ¢alismalar, ’Lu-CC49'un nude farelerde insan
kolon adenokarsinom ksenograftlarinin gerilemesine neden oldugunu gdstermistir. Standart tedavide
basarisiz olan ve tiimorleri TAG-72 antijenine baglanan gelismis adenokarsinomlu hastalara, maksimum
tolere edilen Y"Lu ile isaretli CC49 dozunu belirlemek i¢in tedavi uygulanmustir. ’’Lu'nun baslangig
dozu, i.v. 10 mCi.m2 ve CC49 dozu 20 mg'da sabit tutulmustur. Sonraki 3 hafta boyunca farmakokinetik
ornekleme ve immiinosintigrafi yapilmustir. Radyoaktif *"Lu dozu, ardisik her doz seviyesi igin 15
mCi.m? artirilmustir. Ikinci doz seviyesinde 25 mCi.m™ Y’Lu ile tedavi edilen hastalarda beklenmedik
kemik iligi toksisitesi gelismis, iki hastada 4. derece trombositopeni, diger bir hastada 3. derece

trombositopeni gelismistir. Bu nedenle "Lu-CC49’un tedavi dozlarina siirlama getirilmistir [50,51].

177 u-J591 (PSMA)

Prostat kanseri, erkeklerde goriilen baslica kanserlerden biridir. Bir hiicre yiizeyi antijeni olan
prostata 6zgli membran antijeni (Prostate Specific Membrane Antigen, PSMA), 100 kDa'lik bir tip II
transmembran glikoproteini olup tiim prostat kanserleri tarafindan eksprese edilir. PSMA, N-asetil-L-
aspartil-L-glutamatin N-asetil-L-aspartat ve L-glutamata hidrolizini saglayan bir peptidaz enzimidir.
PSMA, normal insan prostat epitelinde diisiik seviyelerde eksprese edilirken, hemen hemen tiim prostat
kanserlerinde asir1 eksprese edilir. PSMA reseptorii, hem hiicre yiizeyine bagli proteinlerin endositozuna
izin verirken hem de PSMA ile isaretli radyoizotoplarin hiicre i¢inde konsantre olmasini saglar. Bu
transmembran reseptoriiniin prostat kanseri hiicreleri tizerindeki ekspresyonunun yogunlugu, prostat
kanserini radyoniiklidik tedavi i¢in ideal bir hedef haline getirir. PSMA reseptori, folatin hiicre i¢ine
alimini, hiicre gogalmasini, hiicre gogiinii ve hiicre sagkalimini saglar. Yiiksek dereceli kanserlerde,
metastazlarda ve hormona direngli prostat kanserinde PSMA yogunlugu artar. Solid tiimorler arasinda
prostat kanseri, radyasyona nispeten duyarl oldugu ve hedef antijeni dolasan antikorlar i¢in hazir hale
getirdigi i¢in genellikle radyoimmiinoterapi i¢in uygundur [52-54].

ULu—J591, kotii huylu prostat kanseri hiicrelerine radyasyonu iletebilmek adina ’Lu ile
radyoaktif olarak isaretli PSMA’y1 hedefleyen hiimanize J591 monoklonal antikoruna sahip bir
radyofarmasdtiktir. Bu ajan ile bildirilen ilk klinik ¢alismada, '"Lu—DOTA-MoAb J591, jel filtrasyonu
ile saflastirilmig, membran filtrasyonu ile sterilize edilmis ve soguk antikor ile kombinasyon halinde
hastalara uygulanmustir. 1’Lu—J591 kullanan 35 androjenden bagimsiz prostat kanser hastasi ile bir Faz
I klinik deney gerceklestirilmistir. Caligmalar, hormona direngli prostat kanserinin tedavisinde
"Lu—-J591'in hakkinda énemli bilgiler saglamustir. *""Lu—J591'in maksimum tolere edilebilir dozu 70
mCi.m olarak bulunmus ve bu doz maksimum tolere edilebilir dozu 17,5 mCi.m2 olan *°Y—-J591°den
onemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur. Yapilan ileri caligmalarda ise dozun fraksiyonlanmasinin daha

yiiksek terapotik etkinlik sagladigi ve daha diisiik miyelotoksisite ile sonuglandigr bildirilmistir [55].
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17 _u-DOTATATE ve Y"Lu-DOTATOC

Noroendokrin tiimorlerin (NeuroEndocrine tumor, NET) insidansi diinya ¢apinda her gecen giin
artmaktadir. NET'ler, genellikle gastrointestinal ve bronkopulmoner yollarda bulunan ¢esitli bir timor
grubudur. Bu tiimérler genellikle somatostatin reseptorlerini eksprese eder. Bu nedenle, somatostatin
analoglari, tedavinin yani sira semptomlarin hafifletilmesi i¢in de kullanilmaktadir. Mevcut birgok
terapotik segenek arasinda PRRT'nin oldukga umut verici oldugu gosterilmistir. Ocak 2018'de FDA,
gastroenteropankreatik NET'lerde (GEP-NET'ler) kullanim igin '""Lu-DOTATATE'I onaylamustir.
Lu-DOTATATE mevcut diger tedavilere kiyasla, ilerlemis gastroenteropankreatik ve bronsiyal
NET’lerde daha iyi sonuclar gostermis olup, somatostatin analoglari ile kombinasyon halinde,
somatostatin reseptorii pozitif ilerlemis tiimorler ve normal bobrek fonksiyonu olan adaylarda GEP-
NET tedavisi i¢in kanmtlanmis etkinlige sahiptir. Bu tedavi, tiimor boyutunu kii¢iilttiigii, semptomlart
iyilestirdigi ve yasam kalitesini iyilestirdigi i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir [56,57].

Lu-DOTATOC ile PRRT ilk olarak Forrer tarafindan tekrarlayan NET’li hastalara
uygulanmustir. Daha sonra yaymlanan bir ¢alismada, *’Lu-DOTATOC'un **Y-DOTATOC'tan daha az
miyelotoksik oldugu ve ekstrahepatik hastalik veya soliter metastaz mevcut oldugunda daha uzun bir
genel sagkalim sagladigi bildirilmistir [58,59].

Das ve ark. tarafindan 200 mCi (7,4 GBq) *"Lu-DOTATATE preparati; 260 pg DOTATATE ve
55 mg gentisik asitin 1,4 mL 0,1 M amonyum asetat tamponunda (pH~5) 25 mCi.g* spesifik aktiviteye
sahip Y"Lu kullanilarak 45 dakika boyunca 85-90°C'de inkiibe edilmesiyle hazirlanmstir. 10 mCi (370
MBq) aktiviteye sahip serum fizyolojik ile seyreltilen Y’Lu-DOTATATE preparati, tan1 amagl
goriintiileme icin Millipore filtrasyonundan sonra hastalara uygulanirken, radyoterapdtik tedavi
saglamak i¢in seyreltilimemis Y’LUu-DOTATATE preparati, literatiirde bildirilen standart protokolii
takiben Millipore filtrasyonundan sonra hastalara uygulanmaktadir [60,61].

Lutathera

PRRT igin ilk radyofarmasétik olan Lutathera, somatostatin reseptor (Somatostatin receptor,
SSTR) pozitif GEP-NET tedavisi i¢in 2017 yilinda Avrupa ila¢ Kurumu (European Medicines Agency,
EMA) ve 2018 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Lutathera, cerrahi olarak ¢ikarilamayan, viicudun
diger bolgelerine yayilabilen veya tedaviye yanit vermeyen GEP-NET'leri tedavi etmek i¢in kullanilir.
Lutathera sadece hiicre yiizeylerinde reseptorleri olan GEP-NET'ler i¢indir. GEP-NET'leri olan
hastalarin sayisi diisiik oldugu igin, bunlar "nadir" olarak kabul edilmekte olup, Lutathera 31 Ocak
2008'de "yetim ila¢" olarak tamimlanmustir. Lutathera, aktif madde olarak 7’Lu-oksodotreotid
icermektedir [62].

Lu-EDTMP ve '"Lu-DOTMP
Lu-177, iskelet metastazlarindan kaynaklanan kemik agrisini hafifletici ajanlarin gelisimi icin

uygun dzelliklere sahiptir. '’Lu'dan yayilan B— partikiil enerjileri yeterince diisiiktiir ve bu nedenle doku
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penetrasyon araligi, kemik agrisi palyasyonu i¢in halihazirda kullanilan radyoniiklitler olan Stronsiyum-
89 (Sr-89), Fosfor-32 (P-32), 1%Re ve Samaryum-153 (Sm-153) i¢in beta emisyon enerjilerinden énemli
olglide daha disiiktiir [3].

Metastatik iskelet lezyonlarina bagli kemik agrisinin palyatif bakimi i¢in uygun radyoisaretlenmis
ajanlarin tasarlanmasinda, multidentat poliaminofosfonik asitlerin, yliksek kemik benzesimleri, iskelet
lezyonlarinda secici lokalizasyon ve ozellikle lantanidler ile yiiksek in vivo stabiliteye sahip metal
selatlar1 olusturma yetenegi nedeniyle tasiyici ligandlar olarak en umut verici adaylar oldugu
bulunmugtur. Etilendiaminetetrametilen fosfonik asit (EDTMP), basta lantanidler olmak iizere gesitli
radyometatallerle stabil kompleksler olusturan ve tiim komplekslerde biyolojik sistemlerde yiiksek
kemik afinitesi ve diger uygun farmakolojik 6zellikler gosteren en yaygin kullanilan ligandlardan biridir.
EDTMP'in makrosiklik analogu, 1,4,7,10-tetraazasiklododekan-1,4,7,10-tetrametilen fosfonik asit
(DOTMP), yine bagka bir tetrametilen fosfonik asit olan radyolantanidler kullanilarak kemik agrisi
hafifletme ajanlarinin gelistirilmesinde baska bir etkili tagiyici ligand olarak kullanilabilir [63].

Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajansi (International Atomic Energy Agency, IAEA) tarafindan,
"Lu—EDTMP'nin "Metastatik prostat kanserinde kemik agrisinin palyasyonu i¢in *’Lu—EDTMP'nin
biyolojik giivenlik ve klinik etkinliginin degerlendirilmesi" baslikli arastirma projesi desteklenmistir.
On degerlendirmede, Y"Lu ile isaretlenmis hem EDTMP hem de DOTMP olumlu biyodagilim
ozellikleri gosterirken, EDTMP igin toksikolojik veriler zaten **Sm—EDTMP kullanimiyla baglantil
olarak iyi kurulmus oldugundan klinik degerlendirme igin Y"’"Lu—EDTMP secilmistir [63].

177L_u-oksin (8-hidroksikinolin)

Lipiodol, hashas tohumu yaginin iyotlu ve esterlestirilmis bir lipididir. ilk olarak X-1s1n1 kontrast
maddesi olarak kullanilan Lipiodol, yiiksek viskozitesi ve lipofilisitesi nedeniyle giliniimiizde
transarteriyel embolizasyon igin kullaniimaktadir. *!1, 13Re ve Y gibi uygun B yayan radyoniiklidlerle
isaretlenmis lipiodol, hem hayvan modellerinde hem de insan deneylerinde karaciger kanserini
hedeflemek igin degerlendirilmistir. Bir ¢alismada, *’Lu-lipiodol, "’Lu-oksin (8-hidroksikinolin)
kompleksinin hazirlanmasini ve ardindan lipiodol ortaminda dagitilmasini i¢eren iki asamali bir islemle
hazirlanmustir. *”"Lu—oksin kompleksi, yiiksek verimle (% 98) hazirlanmis ve *'’Lu aktivitesinin % 95'i,
optimize reaksiyon kosullar1 altinda lipiodol i¢inde dagitilabilmistir. Radyoisaretli preparatin insan
serumunda iyi in vitro stabilite sergiledigi bulunmustur. Biyolojik davranis, saglikli ve karaciger kanseri
tagsityan Wistar siganlarinda hem in vitro hiicre baglanma g¢aligmalar1 ile hem de biyodagilim ve
sintigrafik goriintiilemeyi igeren in vivo hayvan ¢alismalari ile incelenmistir. /n vitro hiicre alim
caligmalari, hem normal hem de kanserli karaciger hiicrelerinde yiiksek bir alim oldugunu ortaya
koymustur. *"’Lu—oksin, karacigerde yiiksek derecede baslangic lokalizasyonu gdstermistir. Bununla
birlikte, daha sonra radyoaktivite sizintis1 ve kemikte ’Lu tutulumunun, ajanin potansiyelini smirladig

ve karaciger kanseri tedavisi i¢in daha az uygun bir radyofarmasoétik oldugu goriilmiistiir [64-66].



Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 209-230, 2022 Higirvd. 223

177_u-Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA), kemik matrisinin dogal mineral bilesenidir. HA biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilir. Radyoniiklidlerle kolayca isaretlenebilir. Biyolojik ajan olarak yar1 dmrii
lizerinde ¢alisilan radyoniiklitlere gére daha uzundur. HA partikiilleri, dogal metabolik siireglerle Ca*?
ve PO, iyonlarina déniistiiriiliir ve 6 haftalik bir siire iginde elimine edilerek biyouyumluluk saglanir
[3,14,67].

177l u-HA, inflamatuar romatoid artrit tedavisi ve primer ve metastatik karaciger kanseri tedavisi
gibi radyofarmasotik uygulamalarinda kullanilmak iizere aragtirilmistir. Bu iki uygulama, farkli boyut
araliklarinda HA pargaciklarimin kullanilmasini gerektirmektedir. HA, radyoterapi uygulamalari igin
tercih edilen partikiillerden biridir ve istenilen partikiil boyutu ile kolaylikla sentezlenebilir [68].

Bir ¢alismada, Y"Lu ile isaretlenmis 20-60 um boyutundaki partikiiller, karaciger hiicresel
kanserinde potansiyel bir radyoterapotik ajan olarak degerlendirilmistir. *’’Lu-HA, optimize edilmis
reaksiyon kosullar1 altinda % 99'luk yiiksek bir radyokimyasal saflikta hazirlanmis ve radyoisaretli ajan,
in vitro olarak yeterli stabilite gostermistir. 1’’Lu-HA partikiillerinin biyolojik davranisi, normal Wistar
siganlarinda, preparatin dogrudan hepatik arter yoluyla enjekte edilmesiyle hem biyolojik dagilim hem
de sintigrafik goriintiileme ile incelenmis ve baslangigta biriken aktivitenin karacigerden yavas salinidigi

*in olas1 salimmi gdsteren, aktivitenin kademeli olarak arttigi bulunan iskelet

gozlenmistir. *’Lu
haricinde major organlarin/dokunun higbirinde kayda deger bir tutulum gézlenmemistir [3,14,68].
Romatoid artrit tedavisi i¢in radyosinevektomi, 2—10 pm boyut aralifinda kolloid veya
radyoisaretli partikiiller olarak lokal eklem i¢i enjeksiyonla uygulanan B— yayan radyoniiklidleri
kullanan bir radyoterapétik yontemdir. Orta enerjili f— pargaciklarinin emisyonu ve diger uygun
bozunma 6zellikleri, Y"Lu'yu kiigiik ve orta biiyiikliikteki eklemlerin radyasyon sinovektomisinde
kullanim1 igin umut verici bir radyoniiklid yapmaktadir. Bir ¢alismada, *”’Lu-HA partikiilleri, hem
serum fizyolojik hem de insan serumunda 37°C'de iyi in vitro stabilite gosteren yiiksek radyokimyasal
saflikta (~%99) hazirlanmigtir. Wistar sicanlarinin hem normal hem de artritten etkilenen diz
eklemlerine Y"Lu-HA partikiillerinin eklem i¢i enjeksiyonundan sonra seri sintigrafik goriintiilerin
kaydedilmesiyle test edilen radyoisaretli preparatin biyolojik etkinligi, sinovyal bosluk igindeki
aktivitenin 7 giinliik bir ¢aligma siiresi boyunca eklemden sizarak tam olarak tutulmasini géstermistir.
Caligmalar, kiiciikk eklemlerin radyosinevektomisi igin kullanilan Erbiyum-169 (Er-169) bazli
kolloidlere alternatif olarak "’Lu—HA’nin kullanim potansiyelini gostermistir. Fakat, "’Lu-HA,
radyokimyasal g¢alismalarda umut verici ozellikler sergilemesine ragmen, on biyo-degerlendirme
caligmalarinda goriilen suboptimal karaciger retansiyonu ve istenmeyen iskelet tutulumu nedeniyle

insan uygulamalarinda uygun olarak gériilmemektedir [68-70].
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Y7l_u'nun Teranostik Potansiyeli

Lu'nun gama fotonlarinin [Ey = 113 ve 208 KeV] diisiik bolluktaki emisyonu, ’Lu’nun
goriintiileme ¢aligmalarinda kullanilmasmi saglayarak "’Lu’yu teranostik bir ajan yapar. Ilk
lokalizasyonu belirlemek ve tedavi oncesi goriintileme yapmak "’Lu kullanilmasiyla miimkiin
olmaktadir. Y"Lu bazli radyofarmasotigin sadece izleyici seviyelerinin (yani subterapdtik aktivite)
uygulanmasiyla, hastalarda klinik 6ncesi dozimetrik ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bu durum, bir ilacin
uygun dozunun giivenlik ve etkililik agisindan uygulanabildigi "kisisellestirilmis tibbin" temelini
olusturmaktadir [26,28].

BPAMD  (4-{[bis(fosfonometil)-karbamoil]metil}-7,10-bis(karboksimetil)-1,4,7,10-(tetraaza-
siklo-dodec-1-il)-%Ga ile isaretli asetik asit )), osteoblastik kemik metastazlarinin teshisi i¢in ilk olarak
insan in vivo calismasinda kullanilmigtir. DOTA bazli bifosfonat ligandi BPAMD, Y"Lu gibi iig
degerlikli metalik lantanit terapétik radyontiklidlerle kompleks olusturmak i¢in uygun bir liganddir.
Ayni ligand bu nedenle tani, dozimetri hesaplamasi, tedavi ve PET/BT araciligiyla tedavinin kontrolii
icin de kullamlabilir [71,72].

Bir galismada, Y’Lu'nun terapétik potansiyeli, metastatik NET’li hastalarda gosterilmistir. 39
hastaya tanisal tarama igin 10 mCi dozunda Y""Lu—DOTATATE enjekte edilmistir. Hastalarin 4, 24 ve
48. saatlerde tiim viicut diizlemsel goriintiileri ve SPECT/BT goriintiilleri alinmistir. Tedavi oncesi
taramalar ayrica dozimetrik hesaplamalar i¢in kullanilmistir. SPECT/BT ile tiim viicut
"Lu-DOTATATE taramasi, hastanin kontrast BT taramasinda gdzlendigi gibi tiim lezyonlarda normal
fizyolojik dagilim ve anormal tutulum gostermistir. SPECT/BT goriintiileri, reseptor aliminin heterojen
ve homojen dagilimini gostermis ve ayrica tiimor hacminin tahmin edilmesine yardimei olmustur [73].

Bir bagka caligmada, ayn1 hastada gergeklestirilen karsilastirmali goriintiileme ¢alismalarinda,
""Lu-DOTATATE SPECT/BT'nin hem duyarliik hem de lezyon ozellikleri agisindan
Wn-DOTATATE SPECT/BT ve %Ga—DOTATOC PET/BT taramalarma gore daha iyi oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alisma, kontrast BT'de goriilen tiim metastatik lezyonlar1 géstermistir. Tedavi oncesi
"L u-DOTATATE dozimetrisi ile tiim viicut tanisal taramalari tedavileri daha dogru bir sekilde

uygulama firsati sunmaktadir [73].

SONUC VE TARTISMA

Lu-177 niikleer tipta ge¢ kullanilmaya baslanan bir radyoniiklid olmasina ragmen yapilan klinik
caligmalarda etkinligiyle umut verici bir radyoniiklid olarak goriilmiis ve dolayisiyla biiyiik bir nem
kazanmugtir. Olumlu niikleer karakteristigi, yiiksek aktivite seviyelerine kolay ulasabilmesi ve yiiksek
spesifik aktivite gostermesi niikleer tipta kullanilmasinin baslica faktorleridir. 6,7 glinliik nispeten uzun
sayilabilir yar1 omrii sayesinde, niikleer tip alaninda gelismemis iilkelere de ulastirilabilmektedir.

Yaydig1 gama fotonlar sayesinde tanida ve yaydigi beta fotonlar sayesinde ise tedavide kullanilabilen
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teranostik bir ajandir. Klinikte birgok kullanim alami gdzlenmistir. Yapilan ¢alismalarda, '"’Lu-
DOTATATE ve diger DOTA tiirevlerinin NET lerin tedavisinde, Y"’Lu-PSMA’nin prostat kanseri
tedavisinde, '7Lu-Anti-CD20’nin  Non-Hodgkin Lenfomalarin tedavisinde, "’Lu-CC49’un
adenokarsinomlarin tedavisinde, *’’Lu-EDTMP/DOTMP nin kemik agrisini hafifletmede ve Y"Lu-HA
ile Y""Lu-oksin’in karaciger kanserinde kullamlabilirligi arastirilmis ve sonuglar ’Lu’nun kanser

tedavisinde ¢ok biiyiik bir potansiyel gosterdigi bulunmustur.
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Amag: Saglhk sektoriine ayrilmis olan kaynaklarin etkin bir sekilde kullanilmasini ve bu hizmetlerin
topluma en iyi sekilde nasil béliistiiriilebilecegini arastiran saglik ekonomisi, saghk politikalarinin
belirlenmesinde en onemli noktalardan biri haline gelmistir. Bu ¢alismada saghk ekonomisi alaninda énemli
bir yer tutan geri ddeme sistemlerinin hem ekonomik hem de saghk hizmet kalitesi acisindan incelenmesi
amaclanmistir.

Sonug¢ ve Tartisma: Saglik hizmetlerinin dagitimi ve sunumunda temel asamalardan biri hizmetler
karsihiginda yapilan ddemeler ve bu ddemelerin nasil yapilacagidir. Bu anlamda esas olarak Beveridge,
Bismarck ve ozel sigorta yaklagimi olmak iizere ii¢ farkll yaklasimin hakim oldugu gériilmektedir. Bununla
birlikte, saglk hizmetlerinin dogasit geregi ddeme tutarlart tam ve tedavi siire¢leri tamamlandiktan sonra
ortaya ¢itkmaktadir. Saghk hizmetlerinde maliyetlerin hesaplanmasi hususunda ortaya ¢ikan bu zorluklar ¢esitli
odeme yontemleri ile asiimaya ¢alisiimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Saglik ekonomisi, geri odeme, saglik politikasi, ilag ekonomisi

ABSTRACT

Objective: Health economics aims to use all the resources allocated to the healthcare sector with the most
efficient way and how this service can be distributed to the society in the best way. This discipline has become
one of the important topics in the determination of health policies. In this study, we aimed to review the
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reimbursement systems, which have a significant place in the field of health economics, regarding both
economics and healthcare service quality.

Result and Discussion: One of the fundamental steps in the distribution and delivery of healthcare
services is the payments made in return for the services and how they will be made. In this context, there are
three different approaches: Beveridge, Bismarck and private insurance. However, due to the nature of
healthcare services, the payments could be calculated after the completion of diagnosis and treatment
processes. The difficulties in calculation of costs are coped with various reimbursement methods.

Keywords: Health economics, reimbursement, health policy, pharmacoeconomics

GIRIS

Sinirli  kaynaklarin simirsiz  sayidaki ihtiyaglarin  karsilanmasi adina kaynak dagilimmin
saglanabilmesi, ekonomi biliminin tartisma konusu olarak yerini korumaktadir [1]. Saglik ekonomisi
ise; benzer sekilde saglik sektorii igin ayrilan kaynaklarin (isgiicii, ekipman, finansal kaynak vb.) en
yiiksek diizeyde saglik hizmeti iiretilmesi adina, etkin bir sekilde ne sekilde ve nasil kullanilacagini
arastiran bilim dalidir. EKonomi ile paralel olarak, saglik ekonomisi de saglik hizmetlerinde kullanilan
kaynaklarin etkin bir bigimde kullanilmasin1 amaglamaktadir [2]. Bu kapsamda, saglik politikalarinin
belirlenmesinde, son yillarda saglik ve ilag ekonomisi ¢okga tartisilan ve konusulan konu bagliklarindan
biri olmustur. Bu durumun temelinde ise, iilkelerin biit¢elerinden saglik hizmetlerine ayrilan paymn
artmasi ve bu artigin siirdiiriilebilir olmamas1 yatmaktadir [3]. Diinyadaki sinirl kaynaklara erisimin
belirli bir niifus i¢gim miimkiin olabilmesi tedavi maliyetlerinin de irdelenmesi geregini ortaya
¢ikarmaktadir [4]. Bu ¢alismanin amaci saglik ekonomisi alaninda 6nemli bir yer tutan geri 6deme

sistemlerini hem ekonomik hem de saglik hizmet kalitesi agisindan incelemektir.

Saghk Ekonomisi

Kit kaynaklarin en verimli sekilde kullanimi ile ilgilenen ekonomi bilimi farkli alt dallara
ayrilabilmektedir. Bunlar baslica makroekonomi, mikroekonomi, pozitif ekonomi ve normatif ekonomi
olarak simiflandirilabilir. Mikroekonomi daha ¢ok tiiketici davranislari ve bir malin fiyatinin nasil
belirlendigi ile ilgilenir. Bununla birlikte tiretim ve maliyet gibi konulari da ele alir. Ancak buna karsin
makroekonomi iilke ekonomisi, diinya ekonomisi gibi konulari inceler. Esas olarak biiyiime, is giici,
kamu dengesi, enflasyon, ddemeler dengesi, ihracat gibi konulari ele alir [5]. Pozitif ekonomi
yaklasiminda veriler neden sonug iligkisi igerisinde sunulur ve elde edilen sonuclar kesin ve
hesaplanabilirdir. Ancak normatif yaklasimda bu degerlendirmelerden ziyade farkli bakis agilar1 ve
deger yargilari {izerinden hesaplamalar yapilir. Bagka bir anlamda pozitif ekonomi yaklagiminda bir
durumun “ne oldugu” agiklanirken, normatif ekonomi yaklagiminda “nasil olmasi gerektigi” ele alinir
[6]. Saglik ekonomisinde hem tiiketici hem iilkeler acisindan degerlendirmeler yapilmakta, bununla
birlikte durumlarin ortaya konmasi ve degerlendirilmesi siirecinde hem normatif hem de pozitif ekonomi
yaklagimlar1 kullanilmaktadir.

Temel olarak saglik ekonomisi; ekonominin genel prensiplerinin saglik alaninda da uygulandig
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bir calisma alanmidir. Saglik ekonomisinde mikroekonominin talep teorisi, maliyet teorisi gibi araglari
kullanilarak saglik hizmetlerinin ekonomik agidan degerlendirilmesi amaglanir. Bu sayede var olan
hizmetlerin diizeltilmesi veya saglik politikalar1 olusturulmasi saglanabilir [7]. Bu kapsamda; saglik
ekonomisinin tam olarak anlasilabilmesi ve elde edilen sonuglar1 dogru sekilde yorumlayabilmek saglik
hizmetleri ile ilgili konular1 maliyet ve hizmet kavramlariyla degerlendirebilmek gerekir. Diinya Saglik
Orgiitii, saglik ekonomisinin ihtiyac temelli, siirdiiriilebilir, esitlik¢i ve adil bir saglik hizmeti sunulmasi

esasina dayanmasi gerektigini ifade etmistir [8].

Saghk Sistemi ve Saghk Sistemi Modelleri

Saglik sistemi amaci sagligi iyilestirmek olan eylemler iireten tiim kurum, kurulus ve kaynaklar
kapsayan bir sistem olarak tanimlanmaktadir [9]. Saglik finansmani ise saglik sisteminde etkili hizmet
kapsamini ve finansal korumay1 gelistirerek genel saglik sigortasina dogru ilerlemeyi miimkiin kilan
saglik sistemlerinin temel bir islevidir [10].

Saglik sistemleri finansman sistemlerine, ekonomik politikalara ve saglik hizmetlerinin saglanma
seklinde gore siniflara ayrilmaktadir. Literatiirde 6zellikle sosyal sigorta modeli, ulusal saglik sistemi
modeli ve 6zel sigorta modeli olmak iizere {ic model 6ne ¢ikmaktadir. Ulusal saglik sistemi modeli,
Beveridge modeli olarak adlandirilir. Bu sistem varliginda, tiim vatandaslar merkezi yonetimle idare
edilen devlet tarafindan saglik sigortast kapsamina alinir. Finansman kaynagi ise genel vergilerdir.
Saglik hizmeti saglayicisi ya devletin kendisi ya da devlet tarafindan kontrol edilen kurumlardir. Sosyal
sigorta modeli ise Bismarck modeli olarak da adlandirilan bir sistemdir. Bu sistemde finansman kaynagi
isveren, bireysel ve 6zel sigorta fonlar1 ile saglanir. Uretim faktdrlerinin dzel sektdr veya devlet
tarafindan kontrol edildigi/yonetildigi bu sistem ayni zamanda vergi tabanli bir sigorta sistemidir.
Caliganlarin vergilendirmelerinden elde edilen vergiler ulusal saglik sistemi diginda degerlendirilir. Ozel
sigorta modeli ise direkt olarak calisanlarin yaptigi 6demeler veya bireysel saglik sigortalarina yapilan
odemelerle karakterizedir. Saglik hizmetleri 6zel kuruluslar tarafindan serbest piyasada kosullarinda
saglanir [11]. Bu modellerin finansman kaynagi, kapsami, altyapisi, saglik personeline yapilan
O0demeler, devlet miidahalesi ve planlama sekli agisindan karsilagtirilmasi 6rnek teskil eden iilkeler ile

birlikte Tablo 1°de gosterilmistir.

Saghik Hizmetlerinde Geri Odeme

Saglik sistemleri igerisinde bahsedilen saglik modellerinde ister 6zel sigorta modelleri olsun ister
kamusal kaynaklarla finansmanin saglandigi modeller olsun, geri deme siiregleri kritik 6nemdedir. Geri
6deme esas olarak saglik ile iligkili hizmetler i¢in 6demeler veya tazminatlar1 kapsar. Dogasi geregi,
saglik hizmetleri 6demeden Once saglanabilmekte veya hali hazirda var olan olanaklar 6deme
yapilmadan once kullanilabilmektedir. Bu nedenle saglik hizmeti sunuculari, daha 6nce saglanmis

hizmetler i¢in geri 6deme veya tamamlama/telafi ticreti alirlar [12]. Bu kapsamda geri 6deme; finansal
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kaynaklarin devletler, hastalar veya farkli sigorta kurumlart gibi kuruluslardan alinip saglik kurumlari

arasinda dagitilmasi olarak tanimlanabilmektedir [13].

Tablo 1. Farkli saglik sistemi modellerinin karsilastiriimast

Model Beveridge Bismarck Ozel sigorta
Finansman Genel vergiler Ucrete bagl vergiler Bireysel kaynaklar veya
kaynagi ticrete bagl katilhim
Kapsam Tiim vatandaglar Kapsam farkli Bireysel
gruplarla/bolgelerle
sinirlandirilabilir
Altyapisi Kamusal altyap1 Karma altyap (kamu ve 6zel) | Ozel kuruluslar
Saghik personeline | Devlet tarafindan Hizmet basina belirli bir bedel | Ozel kuruluslar

yapilan 6demeler

maas olarak odenir.

Odenir.

tarafindan odenir.

Devlet miidahalesi

Devlet miidahalesi

Devlet diizenleyici

Devlet miidahalesi s6z

$0z konusudur. konumdadir. konusu degildir.
Planlanma sekli Merkezi Karma -
Ornek iilkeler Danimarka, Belgika, Almanya, Fransa, Amerika Birlesik
Ispanya, Liiksemburg, Hollanda, Devletleri

. . Avusturya
Irlanda, Italya, 4

Portekiz, Isveg,
Ingiltere

Geri 6demeler saglik hizmet saglayicilarina farkli sekillerde yapilabilmektedir. Bu geri 6deme
modelleri, etkililik, kalite, esitlik, tiiketici tatmini ve saglik durumlarina gore farkliliklar gosterebilmekle
birlikte, tesvikler, biitce sinirliliklari, performans degerlendirmeleri ve 6deme kapsami gibi cesitli
faktorler de bu farkliliklar iizerinde etkili olabilmektedir [14]. Saglik hizmeti sunucularina yapilan
O6deme yontemleri hizmet bagina yontemi, belirli bir hastalik periyoduna gore yapilan 6deme yontemi,
biitgeleme ile 6deme yontemi gibi yontemleridir.

Hizmet basina 6deme ydnteminde saglik hizmeti saglayicisinin sagladigi her birim hizmet igin
6deme yapilir [15]. Bu sistemde hizmet sunucusu etkin bir hizmet sunmasi igin tesvik edilmis olur.
Ancak faturalama hatalar1, fiyatlarin diizenli olarak kontrol edilmesi nedeniyle gereken idari maliyetler
ve maliyetlerin dngoriilemez olusu bu yontemi dezavantajli hale getirmektedir. Bu sistemde hastalar
sececekleri kurulus veya hekim konusunda Ozgiirlerdir, ancak hizmetler karsisinda daha ¢ok
tamamlayic1 6deme yapmak veya daha fazla kesinti ile karsilasmak durumunda kalirlar [15].

Bir hastaligin tedavisi i¢in belirli bir periyoda gore yapilan 6demelerde; saglik hizmeti sunuculari
toptan ve tek bir 6deme alirlar. Bu yontemde bireysel bagvurulardan ziyade, hastaligin tedavisinin

tamamu kapsanir. Bu nedenle bireysel 6demeler s6z konusu degildir. Yontem esas olarak hizmet basina
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O0deme yonteminde ortaya c¢ikan sorunlarin diizeltilmesi igin ortaya ¢ikmistir. Global ddeme, ileriye
doniik d6demeler ve kisi basi 6deme yontemleri, bu yontemin farkli tipleridir. Kisi basina 6deme
yonteminde saglik hizmet kuruluslarina belirli bir siire i¢erisinde hizmet alan kisi basina sabit birim
miktar iizerinden 6deme yapilir. Kisi bagina 6deme yonteminde sunulan hizmetlerin mahiyeti veya
hacmi 6nemli degildir. Daha iyi veya daha fazla hizmet sunmak 6deme miktarimi arttirmayacag gibi,
daha az hizmet de ddemeleri azaltmayacaktir. Dolayisiyla saglik hizmetlerinin karmasikligi g6z ardi
edilmis olur. Bu sistemde 6deyici i¢in maliyetler belirli ve dngoriilebilir, servis saglayici agisindan da
miisteri tabaninin garanti altinda olmasidir [12].

Biitgceleme ile 6deme yonteminde 6nceden belirlenmis sabit bir tutarin 6denmesi s6z konusudur.
Kurum seviyesindeki biitgelerde kurumun biitgesindeki fonlarin kullanimi konusunda takdir yetkisi
mevcuttur. Bu yontemde herhangi bir birim basina hizmet 6demesi s6z konusu degildir ve biitce
yonetiminde harcamalarin dagilimi karar vericilere birakilmaktadir. Bununla birlikte bir kere
belirlendigi i¢in bu biit¢eler tizerinde degisiklik yapmak ¢ok zor, hatta imkansiz olmaktadir [14].

fleriye déniik 6deme yonteminde ise ddeme belirli bir zaman aralig1 i¢in 6nceden yapilir. Odeme
miktar1 bir saghik hizmeti i¢in kullanilan kaynak miktarna bakilarak belirlenir. Ileriye déniik 6deme
yontemleri giin basina 6deme ve vaka basina 6deme seklinde uygulanabilir. Giin basina 6demede
hastanin hastanede kaldigi her bir giin basina sabit 6deme yapilir. Odeme miktar1 daha onceki
zamanlardan elde edilen veriler 1s1g81nda belirlenir. Ancak bu yontemde hizmet sunucunun hastayr daha
cok hastanede tutma egilimde olmasi temel elestiri noktasidir [12]. Vaka basina 6demede ise saglik
hizmet sunucusuna daha 6nceden belirlenmis ve vaka veya hastalik basina belirlenen ticret 6denir. Bu
nedenle, vaka basina 6deme yonteminde saglik hizmet saglayicisi daha etkin bir saglik hizmeti sunmak
i¢in tegvik edilmis olur. Bununla birlikte saglik hizmeti sunucusu daha fazla 6deme alabilmek i¢in farkli
tanilar bildirebilir [14]. Tim bu 6deme yoOntemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 bakimindan
karsilastirilmasi Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tiim bu yontemlerin yaninda, hastanelerde sunulan hizmetlerin performans degerlendirmeleri ve
cesitli karsilastirmalarin yapilabilmesi icin bu kuruluslarin sagladigi hizmetlerin siniflandirilmasi
gerekmis ve bu kapsamda teshis iliskili gruplar adi verilen bir siniflandirma sistemi olusturulmustur
[16]. Bu sistemde hastalar teshis kodlarina (klinik tablo) ve teshis-tedavi maliyetlerinin verilerine gore
gruplandirilir. Benzer hastaliklarin belirli gruplarda siniflandirilmasi s6z konusudur. Bu sistem yalnizca

yatan hastalar i¢in kullanilir [17].

SONUC VE TARTISMA

Saglik i¢in ayrilan kaynaklarin en etkin ve verimli sekilde kullanilmasini ve dagitimini arastiran
saglik ekonomisi; saglik politikalarinin olusturulmasini da saglamaktadir. Saglik ekonomisinde

ekonomi biliminin genel kavramlari ile saglik hizmetlerine yonelik degerlendirmeler yapilabilmekte, bu
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Tablo 2. Geri 6deme yontemlerinin karsilastirilmasi

Odeme Yéntemi Avantajlarn Dezavantajlan
Hizmet basina 6deme Etkin hizmet sunumu i¢in tegvik soz Faturalama kontrolleri i¢in daha
konusudur. fazla idari maliyet s6z

konusudur. Hastalarin bireysel
O0demelerinde artis olabilir.

Kisi basina 6deme Maliyet agisindan 6ngoriilebiliridir. Saglik hizmetlerinin karmasiklig1
g0z ardi edilir.

Biitceleme ile 6deme Kurumlarin biitge dagitiminda takdir Biitge lizerinde degisiklik
yetkisi vardir. yapmak neredeyse imkansizdir.
Giin basina 6deme Kurumlar agisindan 6ngoériilebilirdir. Hastalarin gereginden fazla
hastanede tutulmasi s6z konusu
olabilir.
Vaka basina 6deme Saglik hizmeti saglayicisi daha etkin Farkli tanilar bildirilebilir. Her
bir saglik hizmeti sunmak i¢in tesvik hastalik veya tani i¢in 6deme
edilmis olur. belirlemek zordur.

kapsamda uygun diizenlemelerin ortaya ¢ikmasi saglanmaktadir. Saglik hizmetlerinin dagitimi ve
sunumunda temel asamalardan biri hizmetler karsihiginda yapilan 6demeler ve bu 6demelerin nasil
yapilacagidir. Bu anlamda esas olarak Beveridge, Bismarck ve 6zel sigorta yaklagimi olmak {izere ii¢
farkli yaklagimin hakim oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte saglik hizmetlerinin dogasi geregi
O0deme tutarlar1 tan1 ve tedavi siirecleri tamamlandiktan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik seyrinin
kisiye 6zel olmas1 maliyetler konusunda kestirim yapabilmeyi zorlastirmaktadir. Saglik hizmetlerinde
maliyetlerin hesaplanmasi hususunda ortaya ¢ikan bu zorluklar cesitli 6deme yontemleri ile asilmaya

calisilmaktadir.

YAZAR KATKILARI

Kavram: M.B, L.Y., S.Y.; Tasarim: M.B, L.Y, SY.; Denetim: M.B, L.Y., S.Y.; Analiz ve/veya
Yorumlama: M.B, L.Y., S.Y.; Literatiir taramasi: M.B, L.Y., SY.; Makalenin yazilmasi: M.B, L.Y., S.Y.;
Kritik inceleme: M.B, L.Y., S.Y.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale i¢in gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar ¢atigsmasi olmadiginm

beyan ederler.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 231-238, 2022 Bugdayci vd. 237

KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

T.C Maliye Bakanlig1 Strateji Gelistirme Baskanligi Web Site. (2018). Retrieved May 15, 2021,
from https://ms.hmb.gov.tr/uploads/2019/11/426-Murat-U%C4%9EURLU-.pdf. Erisim tarihi:
15.05.2021

Yegenoglu, S., Emre, H. (2004). Farmakoeckonomi alaninda temel Kavramlar. Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 33(1),41-61. [Crossref]

Akalin, E. (1995). Saglik ekonomisi: Temel tanimlar. Antibiyotik ve Kemoterapi Dergisi, 9(3),
233-235.

Eroglu, L. (1995). Tedavi Maliyetinde Giincel Kavramlar. Antibiyotik ve Kemoterapi Dergisi,
9(3), 232.

Yildiz, N.C. (2017). Makro Iktisat. Istanbul Universitesi A¢ik ve Uzaktan Egitim Fakiiltesi, p.10.

Hausman, D.M. (2018). The bond between positive and normative economics. Revue D'économie
Politique, 128(2), 191-208.

Rexford, E., Santerre, S.P.N. (2010). Basic Healthcare Economic Tools and Institutions. In:
Rexford E., Santerre SPN., Neun S. (Eds) Health Economics Theories, Insights and Industry
Stuides. Fifth Edition. p. 3-35. Ohio: South-Western Cengage Learning.

World Health Organization Web site. (2021). Retrieved: May 16, 2021, from:

https://www.euro.who.int/en/health-topics/environment-and-health/health-impact-
assessment/environment-and-health-economics . Erisim tarihi: 16.05.2021

World Health Organization Web site. (2003) Retrieved May 20, 2021, from:
https://www.who.int/whr/2003/en/Chapter7.pdf . Erigim tarihi: 20.05.2021

World Health Organization Web site. (2021) . Retrieved: May 23, 2021, from:
https://www.who.int/health-topics/health-financing#tab=tab 1 . Erisim tarihi: 23.05.2021

Kulesher, R., Forrestal, E. (2014). International models of health systems financing. Journal of
Hospital Administration, 3(4), 127-139. [Crossref]

Casto, AB., Layman, E. (2006). Principles of healthcare reimbursement. American Health
Information Management Association, Chicago, Illinois, 1-15.

Celik, Y. (2019). Saglik Ekonomisi. Siyasal Kitabevi.

Barnum, H., Kutzin, J., Saxenian, H. (1995). Incentives and provider payment methods.
International Journal of Health Planning and Management, 10:, 23-45. [Crossref]

Akyiirek, C.E. (2012). Saglikta bir geri 6deme yontemi olarak global biitce ve Tiirkiye. Sosyal
Giivenlik Dergisi, 2, 124-53.

Fetter, R.B., Shin, Y., Freeman, J.L., Averill, R.F., Thompson, J.D. (1980). Case mix definition
by diagnosis-related groups. Medical Care, ;18(2 Suppl):iii, 1-53.


https://doi.org/10.1501/Eczfak_0000000399
https://doi.org/10.5430/jha.v3n4p127
file:///C:/Users/pc/Downloads/10.1002/hpm.4740100104

238 Bugdayci vd. Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 231-238, 2022

17. Saghik Hizmetleri Genel Midirligi Web site. (2014). Retrievet May 25, 2021, from:
https://shgmsgudb.saglik.gov.tr/Eklenti/3292/0/rehber-tig-16122015son-ikpdf.pdf . Erisim tarihi:
25.05.2021.



Ankara Ecz. Fak. Derg. / J. Fac. Pharm. Ankara, 46(1): 239-261, 2022 \ﬁ?
Doi: 10.33483/jfpau.1006409

DERLEME MAKALE / REVIEW ARTICLE

YENI NESIL LiPiT BAZLI iLAC TASIYICI SISTEMLER:
LiPiT NANOKAPSULLER

NEW GENERATION LIPID-BASED DRUG DELIVERY SYSTEMS:
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Amag: Nanopartikiiler ilag tastyict sistemler, boyuta bagh ozelliklerinden dolayi giderek artan sekilde ilgi
gormektedir. Bu sistemler arasinda polimerik nanopartikiiller ve lipozomlar en popiiler nanotasiyicilardandir,
ancak bu sistemlerde goriilen diisiik stabilite, kisa raf omrii, hazirlanmasinda organik ¢oziicii kullanimi, élgek
biiyiitmenin zor olmasi gibi dezavantajlarin tistesinden gelmek icin arastirmacilar lipit bazli nanotasiyicilara
yonelmigtir. Yeni nesil lipidik tasyicilardan olan lipid nanokapsiiller (LNC), hidrofilik ve lipofilik sert bir
surfaktan kabuk ile ¢evrelenmis yagh sivi ¢ekirdekten olusan sistemlerdir ve polimerik nanokapsiiller ile
lipozomlar arasinda yer alan hibrit bir yapiya sahiptirler. Bu derleme kapsaminda LNC’ler hakkinda genel
bilgiler, hazirlama yéntemi ve uygulama yollarina iliskin bilimsel ¢calismalar sunulmustur.

Sonug ve Tartisma: Tiim bilesenleri FDA onayli olan LNC'ler, organik ¢oziicii icermeyen, diisiik enerji
tiiketimli ve 6lgek biiyiitmeye elverisli patentli bir iiretim teknolojisi olan faz inversiyon yéntemiyle kolayca
hazirlanabilmektedir. Bu yontem ile 20-100 nm partikiil biiyiikliiklerinde ve dar bir dagilim araliginda elde
edilen LNC'ler yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesine sahip olmalari, yiizey modifikasyonuna elverisli
olmalar, yiizeyindeki polietilen glikol zincirleri sayesinde uzun siire kan dolagiminda kalabilmeleri ve fiziksel
stabilitelerinin ytiksek olmasi (18 aya kadar) gibi ¢ok sayida avantaja sahiptirler. LNC'lerin, lipofilik, amfifilik
ve hidrofilik ézellikteki pek ¢ok etkin madde icin oral, parenteral, topikal, pulmuner yollar gibi ¢esitli uygulama
yollart kullanilarak farkl farmasotik uygulamalarda kullanilmasi onlarin potansiyel ilag tasiyict sistemler
oldugunu gostermektedir. Sahip olduklar: bu iistiin 6zellikler sayesinde LNC ler basta lipozomlar ve polimerik
nanokapsiiller olmak iizere ilag tasiyici sistemlerde gézlenen dezavantajlarin iistesinden gelerek umut verici
alternatif yeni nesil ilag tasiyict sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Anahtar Kelimeler: Lipit bazli ilag tasiyict sistemler, lipit nanokapsiiller, faz inversiyon yontemi

ABSTRACT

Objective: Nanoparticulate drug delivery systems are attracting increasing attention due to their size-
dependent properties. Among these systems, polymeric nanoparticles and liposomes are the most popular
nanocarriers, but to overcome the disadvantages such as low stability, short shelf life, use of organic solvents in
preparation, and difficulty in scale-up, researchers have turned to lipid-based nanocarriers. Lipid nanocapsules
(LNCs), one of the new generation lipidic carriers, are nanoparticular systems consisting of an oily liquid core
surrounded by a hydrophilic and lipophilic rigid surfactant shell. Their structure is a hybrid nature between
liposomes and polymeric nanocapsules. In this review, general information about LNCs, preparation method
and scientific studies on application methods are presented.

Result and Discussion: With all components FDA-approved, LNCs can be easily prepared using the phase
inversion method, a patented production technology that does not contain any organic solvents, has low energy
consumption and is suitable for scale-up. LNCs obtained by this method with particle sizes of 20-100 nm and a
narrow size distribution range has many advantages such as having a high drug loading capacity, being suitable
for surface modification, being able to stay in the blood circulation for a long time due to the polyethylene glycol
chains on the surface, and high physical stability (upwards to 18 months). The use of LNCs in different
pharmaceutical applications using various routes of administration such as oral, parenteral, topical, pulmonary
routes for many active substances with lipophilic, amphiphilic and hydrophilic properties shows that they are
potential drug delivery systems. As a result of these superior properties, LNCs emerge as promising alternative
new generation drug delivery systems by overcoming the disadvantages observed in drug delivery systems,
especially liposomes and polymeric nanocapsules.

Keywords: Lipid-based drug delivery systems, lipid nanocapsules, phase inversion process

GIRIS

Nanoboyutlu ilag tasiyict sistemler, 1-1000 nm arasinda partikiil boyutuna sahip olan yeni nesil
ila¢ tasiyici sistemlerdir [1]. Nanometre boyutundaki partikiil biiyiikliikleri ve sahip olduklar1 yiizey
ozellikleri sayesinde bu sistemler; hidrofobik etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii ve terapotik etkinligini
arttirmak, yan etkileri azaltmak, etkin maddelerin farmakokinetik o6zelliklerini iyilestirmek, hizli
degredasyona karsi etkin maddeyi korumak, yarilanma Omiirlerini uzatmak, etkin maddelerin salim
kinetigini degistirerek kontrollii veya siirekli salim yapmak; birden fazla ajanin birlikte verilmesini
saglamak ve g¢esitli hedeflendirme stratejileri ile (aktif/pasif hedeflendirme) tiimore
hedeflendirilebilmelerini temin etmek gibi ¢esitli avantajlara sahiptirler [1, 2, 3, 4, 5].

Nano boyutlu ilag tasiyici sistemlerin baslicalar1 polimerik nanopartikiiller, lipozomlar, miseller,
dendrimerler, lipit-bazli nanopartikiiller (kati lipit nanopartikiiller, nano-yapili lipit tastyicilar, lipit
nanokapsiiller), polimer- veya lipit-ila¢ konjugatlari, niozomlar, siklodekstrinler ve nanosiingerlerdir
[6]. Bu sistemler arasinda, polimerik nanopartikiiller ve lipozomlar en popiiler nanotasiyicilardandir [7].

Polimerik nanopartikiiller, dogal veya sentetik polimerlerden olusan nanoboyutlu Kkati
partikiillerdir [8]. Lipozomlara kiyasla hidrofobik etkin maddeler i¢in yiiksek enkapsiilasyon etkinligine,
depolama sirasinda yiliksek yapisal biitiinliige ve yliksek stabiliteye sahiptirler [9]; ancak iiretim
prosesinde organik ¢o6ziicii kullanilmasi, 6l¢ek biiyiitmenin zor olmasi, hedef bdlgeye ulasana kadar
etkin maddenin sizmasi [10], kandaki dolagim Omriiniin kisa olmasi, par¢alanma iiriinleri olan

monomerlerin olasi toksisitesi ve biyouyumluluk sorunlar1 gibi problemleri bulunmaktadir [11, 12].
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Lipozomlar, fosfolipit yapida, aralarinda sulu bir faz bulunan, yap1 ve igerik olarak biyolojik
membrana benzeyen lipit ¢ift tabakalarinin olusturdugu, mikroskobik boyutlarda, kiiresel vezikiillerdir.
Biyouyumlu olmasi, hem hidrofilik hem lipofilik etkin maddeleri tagiyabilmesi gibi avantajlar1 olmasina
ragmen lipofilik etkin maddeler i¢in diisiik enkapsiilasyon etkinligi, organik ¢oziiciileri iceren hazirlama
prosediirleri, raf omiirlerinin kisa olmasi, stabilitelerinin diisiik olmasi, vezikiillerin kandaki dolasim
Omriiniin kisa olmasi gibi gesitli dezavantajlara sahiptirler [13, 14, 15].

Lipozom ve polimerik nanopartikiil gibi popiiler kullanilan nanotasiyicilarda goriilen bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek icin arastirmacilar yeni arayisglara yonelmistir ve bu dogrultuda lipit
bazli nanotasiyicilar dikkat ¢ekmistir. Nanoyapili lipit tasiyicilar (NLC), kati lipit nanopartikiiller
(SLN), lipit-etkin madde konjugatlari, lipit nanokapsiiller (LNC) ve lipit-polimer hibrit nanopartikiiller
(LPHN) lipit bazli nanoboyutlu ila¢ tasiyici sistemlerin en 6nde gelen 6rneklerini olusturmaktadirlar
[16, 17, 18, 19].

Lipit bazl1 nanotastyicilar, sudaki ¢6ziiniirliigii diisiik olan ve biyoyararlanim problemi gosteren
etkin maddeler i¢in ilag tasiyici sistemler olarak giderek artan bir sekilde ilgi gormektedirler. Lipitlerin
sahip oldugu GRAS (Generally Recognized as Safe) ozellikleri, biyolojik olarak parcalanabilir ve
uyumlu olmalar1 gibi avantajlari ile bu sistemler, suda ¢oziiniirliigii diisiik olan ve zayif permeabilite
ozelligi gosteren etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii, dolayisiyla absorbsiyon ve biyoyararlanimlarinin
artmasina bagli olarak terapotik etkinliklerini artirmaktadirlar [20]. Ayrica yliksek etkin madde yiikleme
ve enkapsiilasyon etkinligi saglamalari, etkin maddenin salim profilinin modifikasyonuna imkan
vermeleri, degredasyona karsi etkin maddeyi koruyabilmeleri, stabiliteyi artirmalar1 ve iiretimlerinde
organik ¢oziiciilerin kullanilmamasi dolayisiyla organik ¢6ziicti kalintis1 igermemeleri, diisiik sistemik
toksisite ve diisiik sitotoksisite gostermeleri, biiylik 6l¢ekte endiistriyel tiretimlerinin miimkiin olmast,
otoklav veya gama 1s1n sterilizasyonuna uygun olmalar1 gibi pek ¢ok avantaja sahiptirler [21, 22].

Bu derlemenin amaci, lipit bazli nanotasiyicilarin énemli bir sinifi olan lipit nanokapsiillerin

yapisini, hazirlama yontemini ve ilag tasiyici sistem olarak etkinliklerini degerlendirmektir.

Lipit Nanokapsiiller

LNC’ler, ozellikle hidrofobik etkin maddeler igin yeni lipit bazli ilag tasiyici sistem olarak
oOnerilen kat1 veya yari kati bir surfaktan kabuk ile ¢evrelenen yagli sivi ¢ekirdekten olusan submikron
partikiillerdir [23, 24] (Sekil 1).

Sert membranla ¢evrelenmis yagl ¢ekirdegi nedeniyle polimerik nanokapsiiller ve lipozomlar
arasinda yer alan hibrit bir yapiya sahiptirler [25, 26].

LNC’ler gesitli avantajlara sahiptirler [28, 29, 30, 31, 32]. Bunlar;

e 100 nm altindaki partikiil biyiikliklerinde (20-100 nm) ve dar bir partikiil araliginda
hazirlanabilmektedirler. Boyutlarimin kiigiik olmasindan dolay1 artmis gegirgenlik ve alikonma

etkisiyle (Enhanced Permeability and Retention: EPR) pasif hedeflemeye olanak
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saglamaktadirlar.

Hedeflemeyi ve terapotik etkinligi iyilestirmek i¢in kolaylikla ylizey modifikasyonu yapilabilen
tastyict sistemlerdir [33].

Etkin maddenin biyoyararlanimini artirabilir ve intraselliiler internalizasyonu artirarak ¢oklu ilag
direncinin iistesinden gelebilmektedirler [26].

Formiilasyondaki tiim bilesenler oral, topikal ve parenteral kullanim i¢in FDA tarafindan
onaylanmstir [25, 29].

Hazirlama yontemleri kolaydir ve organik ¢6ziicii igermeyen proseslerle hazirlanabilmektedirler.
Disperse halde en az bir yil siireyle (fiziksel stabilite > 18 ay) stabil kalabilmektedirler.

Hem hidrofilik hem hidrofobik etkin maddeler yiiklenebilmektedir [34].

Lipofilik etkin maddeler i¢in %90’1n {izerinde yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahiptirler [28].
Yiiklenen etkin maddelerin salim profilleri modifiye edilebilmektedir [35].

Uzun siire kan dolasiminda kalabilmektedirler. LNC’lerin bu 6zellikleri, hazirlanmasinda
kullanilan surfaktanin yapisal varligi olan PEG zincirleri ile kapsiil yiizeyinin hidrofilikligine
dayanmaktadir.

Bu 6zelliklerinden dolay1 tedavi maliyetini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadirlar.

Q Trigliserit

g Fosfolipit

7 PEG-SH

Sekil 1. LNC’lerin genel goriiniimii [27]

Lipit Nanokapsiillerin Temel Bilesenleri

LNC’ler yapisal agidan yag fazi, su faz1 ve non-iyonik surfaktan olmak iizere 3 bilesenden

olusmaktadir [29, 36] (Tablo 1).

Yag fazi: LNC’lerin hazirlanmasinda kaprik asit ve kaprilik asidin orta zincirli trigliseritlerin
olusan Labrafac® kullanilmaktadir.

Su fazi: Saf su ve belirli konsantrasyondaki NaCl’den olugmaktadir.

Surfaktan: Formiilasyonda hem hidrofilik hem hidrofobik surfaktanlar kullanilmaktadir.

Hidrofobik surfaktan: %69’u fosfotidilkolin olan soya lesitininden olusan Lipoid® S75-3

kullanilmaktadir. LNC’nin sert kabugunu stabilize etmekte ve biyolojik membranlarla biyouyumlulugu

artirmaktadir [29].
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Hidrofilik surfaktan: PEG-bazli surfaktanlar kullanilmaktadir. Solutol® HS 15 (HLB = 11), PEG
660 ve PEG 660 hidroksistearat (PEG-HS) karigimindan olugmaktadir. LNC olusumu ve stabilitesi i¢in
ana etkiden sorumludur [37].

Tablo 1. LNC formiilasyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Icerik
Yag fazi Orta zincirli trigliserit
Saf su
Su fazi NaCl
Surfaktan Hidrofilik surfaktan
Hidrofobik surfaktan

LNC formiilasyonunun 6nemli bir bileseni olan PEG-HS sterik stabilizasyon olusturmaktadir.
Ayrica, PEG-HS'nin kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncine katkida bulundugu bildirilen P-
glikoproteinle iliskili tasima sistemlerini bloke ettigi belirlenmistir. Yiizey aktif maddeler, LNC
yiizeyine sikica bagli olmadiklarindan ve nanokapsiil yiizeyinden difiize olabildiklerinden, serbest PEG-
HS ile P-glikoprotein (P-gp) inhibisyonu elde edilebilmektedir [38, 39, 40].

Lamprecht ve Benoit, glioblastoma tedavisinde kullanilmak {izere gelistirdikleri etopozit yiiklii
LNC’lerin serbest etkin maddeye kiyasla glioblastoma hiicrelerindeki konsantrasyonda 5-6 kat artis
oldugunu gostermistir. Burada etkin maddenin salinmasindan sonra PEG kabugu, P-gp’yi gegici olarak

baskilayarak daha yiiksek hiicre i¢i etoposit konsantrasyonlarina izin vermistir [38].

Lipit Nanokapsiillerin Hazirlanma Y 6ntemi

LNC’lerin hazirlanmasinda kullanilan en temel yontem patentli bir iiretim teknolojisi olan “Faz
Inversiyon Yontemi”dir [25, 41]. Bu ydntem asagida belirtildigi gibi pek cok avantaja sahiptir [23, 28,
32,42].

e Diisiik enerji tiiketimi sayesinde LNC hazirlanmasi kolaydir.

e Hazirlamada kullanilan tiim maddeler biyolojik olarak uyumlu ve biyoparcalanabilirdir.

e Formiilasyonun hazirlanmasinda higbir organik ¢oziicii veya orta zincirli alkol
kullanilmamaktadir. Organik ¢o6ziicii kalint1 olasiligt olmadigr ig¢in de insanda kullaniminin
giivenli oldugu bildirilmigtir.

o Yiiksek oranda surfaktan kullanimina gerek yoktur.

e Olgek biiyiitme agisindan uygundur.

Faz inversiyon yontemiyle LNC’lerin hazirlanmasi, asagidaki gibi temelde 2 islem basamagindan
olugmaktadir [25, 32, 41] (Sekil 2).

1. LNC formiilasyonu hazirlanirken ilk agamada, formiilasyonu olusturan tiim bilesenler (yag fazi,
su faz1 ve surfaktan) manyetik karistiricida karistirilmakta ve sonrasinda karigimin sicakligini faz

inversiyon bolgesinin  {lizerine ¢ikarmak i¢in bir dizi 1sitma-sogutma (T2-T1) dongisi
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gergeklestirilmektedir. Faz inversiyon bdlgesi (PIZ), karigimin iletkenlik oOlgilisiindeki ani bir
degisikligin saptanmasiyla tanimlanabilmektedir. LNC’lerin yiizey aktif maddelerinden biri olan
Solutol’un PEG zincirleri, artan sicaklikla dehidrate olmakta ve bu olay, surfaktanin HLB degerinin
diismesiyle lipofilik hale gelmesine neden olarak ve Y/S tipi emiilsiyondan S/Y tipi emiilsiyonuna faz
doniisiimiinii baglatmaktadir [25, 44]. Su-yag ara yiizeylerine uygun, optimum ara yiizey 6zelliklerini
saglamak i¢in, bu bolge boyunca T,-T: arasinda {i¢ 1sitma-sogutma sicaklik dongiisii
gerceklestirilmektedir (Sekil 3).

Heurtault ve arkadaslari, diisiik sicaklikta Y/S tipi emiilsiyonun sulu siirekli fazindan dolay1
yiiksek iletkenlik degeri elde edilecegini; sicaklik artirildiginda ise Y/S tipinden S/Y tipi emiilsiyona faz
dontisiimii gergekleseceginden iletkenlikte hizli bir diistis gortilecegini vurgulamuslardir [25] (Sekil 3).

2. ikinci asamada, sicaklik déngiilerinden sonra énceden belirlenen sicaklikta tutulan karisima
soguk su ilave edilerek ani diliisyon ile indiiklenen geri doniisiimsiiz bir sok gerceklestirilmektedir.
Formiilasyonun bu ikinci asamasi sulu fazda siispansiyon halinde stabil LNC’nin olusumuna yol
acmaktadir. Ardindan siispansiyon oda sicakliginda manyetik karistiricida 5 dakika karigtirilarak
dispersiyon seklinde stabil LNC formiilasyonunun olusumu temin edilmektedir [25] (Sekil 2, Sekil 4).

Heurtault ve arkadaglarina goére diliisyonun yapilacagi sicaklik Tcq olarak adlandirilmakta ve
genellikle Y/S tipi emiilsiyon bolgesinde PIZ’in baslangicindan 1-3°C diisiik sicaklik olarak
belirlenmektedir (Sekil 3). Y/S tipi emiilsiyonun PIZ’1n baglangicina yakin bir sicaklikta hizli bir sekilde
sogutulmasi ve seyreltilmesi, P1Z’de elde edilen mikroemiilsiyon sistemini kirmak ve kararli nanometre
boyutunda yeni lipidik formiilasyonlarin olusumuyla sonuglanmaktadir [25, 39, 45] (Sekil 4).

Islem sonunda elde edilen formiilasyonun sicakligi, non-iyonik surfaktanin erime noktasinin
altinda oldugu i¢in, kabukta kristallenme meydana gelmekte bu durum, olusan damlaciklarin
koalesansini onlemektedir. Bu sert kabuk sayesinde, bu tiir siispansiyonlar kriyoprotektan ilavesiyle
dondurularak kurutma iglemine olanak saglamaktadir [29]. Bir ¢alismada saklamada kolaylik ve daha
yiiksek stabilite elde etmek i¢in hazirlanan LNC formiilasyonlarina kriyoprotektan olarak laktoz, siikroz,
glukoz veya mannitol kullanilarak dondurarak kurutma islemi uygulanmistir. Calisma sonucunda
damlacik boyutu, yeniden dagilma siiresi ve liyofilize iirliniin goriiniisii degerlendirildiginde en ideal
kriyoprotektan mannitol (%10) olarak belirlenmistir [34].

LNC hazirlanmasida misel olusumunu 6nlemek ve uygun bir sekilde LNC olusumunu saglamak
icin U¢lii diyagramlar kullanilmaktadir. Yag fazi, sulu faz1 ve amfifilik ylizey aktif maddenin
konsantrasyonlarim1 birlestiren, 6zel olarak tasarlanmis bu {glii diyagramlarda fizibilite alam
tanimlanmaktadir. Heurtault ve arkadaslari, diliisyondan dnceki yiizdeler olmak tizere Lipoid S75-3 ve
NaCl oranlarmm sirasiyla %1,50 ve %1,75’e sabitlemis ve %10 ila %40 (a/a) hidrofilik yiizey aktif
madde, %35 ila %80 (a/a) su ve %10 ila %25 (a/a) yag arasindaki miktarlarin partikiil olusumunu
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sagladigini tespit etmiglerdir. Bu bilesenler, LNC’nin 6zelliklerini ayarlamak i¢in bu araliklar i¢inde

degistirilebilmektedir [25, 47] (Sekil 5).

(
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Sekil 2. Faz inversiyon yontemiyle LNC’lerin hazirlanmasi [43]

Lipit Nanokapsiil
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Sekil 3. Diliisyondan 6nce sicakligin fonksiyonu olarak iletkenlikteki degisim [25]
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Sekil 4. LNC olusumunun sematik gosterimi [46]
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Sekil 5. LNC olusumu iizerine bilesen oranlarinin etkisi [47]

Lipit Nanokapsiillerin Ila¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Kullanilmas:
LNC’lerin sahip olduklart iistiin 6zellikler sayesinde ilag tastyici sistem olarak kullanimlarina dair

pek cok calisma bulunmaktadir.

Lipofilik ve Amfifilik Etkin Maddeler i¢in Kullanim

LNC’ler, 20-100 nm arasindaki boyutlarda hazirlanabilmeleri, biyouyumlu yapilari, hazirlama
yonteminin kolayligi ve yliksek enkapsiilasyon etkinligi gibi sahip olduklar iistiin 6zellikler sayesinde
ozellikle lipofilik ve amfifilik etkin maddeler i¢in uygun ilag tastyici sistemler olarak kullanilmiglardir
[29].

Hidrofobik veya amfifilik yapida etkin maddeler genel olarak, karisimin yagli fazinda 6nceden
¢oziindiiriilmekte ve diliisyondan sonra lipit yapisi i¢ine girmesini garanti altina almak i¢in 1sitma
dongiilerine tabi tutulmaktadir. Bununla birlikte, termolabil (sicaktan etkilenen) etkin maddeler, son
1sitma dongiisiinde ani diliisyondan hemen 6nce ortama eklenmektedir. Bu yontem, yiiksek sicakliklara
maruz kaldiklarinda denatiire olma egiliminde olan protein veya antikorlarin enkapsiile edilmesi i¢in
iimit verici bir stratejidir [36]. Bu yontem disinda PIZ sicakliklar1 formulasyonun igerdigi sodyum
kloriiriinden biiylik oranda etkilendiginden, termolabil maddelerin sicaklikla degredasyonu azaltmak
icin tuz oranyla bu sicaklik araligt ve Tcd degistirilebilmektedir. Karisimdaki sodyum kloriir
konsantrasyonunun artirilmasiyla, faz inversiyon bolgesine daha diisiik sicakliklarda ulagilmaktadir [25,
29].

LNC’lere, paklitaksel, dosetaksel, SN38, etoposid, hidroksitamoksifen, miltefosin gibi pek ¢ok
bilesik enkapsiile edilebilmistir [42, 44, 48, 49]. LNC’lerin Farmasotik Teknoloji alanindaki ilk literatiir
¢alismasi Lamprecht ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir [50]. Bu ¢alismada amiadoron yiiklii
LNC’ler hazirlanmis ve karakterizasyon ¢alismalari ile etkin madde salim deneyleri gergeklestirilmistir.
Hazirlanan LNC’lerin enkapsiilasyon etkinlikleri %92-94 arasinda bulunmus, salim deneyinde ise

onemli dizeyde ani salim (burst effect) gozlenmezken ilerleyen zamanlarda uzatilmig salim
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gozlenmistir. Amfifilik 6zellikte olan amiadorondan dolay1 bu tip bilesikler i¢in uygun ilag¢ tasiyici
sistemler olarak kullanilabilecekleri belirtilmistir.

Safwat ve arkadaglari, yiiksek lipofiliklige sahip simvastatinin meme kanseri tedavisinde
kullanilmak iizere sistemik etkinligini artirmak amaciyla partikil biiytikligi (20,02-93,25 nm) ve PDI
(0,047- 0,126) agisindan basarili ve stabil simvastatin yiiklii LNC formiilasyonlarin1 hazirlamiglardir.
Bu formiilasyonlarda basarili bir sekilde siirdiiriilebilir salim elde edilmis ve MCF-7 insan meme kanseri
hiicre hattinda saf etkin maddeye gore daha diisiik IC50 degerlerine ulagilarak simvastatinin
sitotoksisitesinin ve etkinliginin arttig1 gozlenmistir [31].

Vakilzadeh ve arkadaslari, diisiik su ¢6ziiniirliigline ve diisiik biyoyarlanima sahip naringenin adli
bilesigin 29,41 nm c¢apa ve %99,25 enkapsiilasyon etkinligine sahip LNC formiilasyonunu
hazirlamislardir. LNC'ler naringeninin ¢oziiniirligiinti 69 kat gibi 6nemli 6l¢tide artirmustir [S1]. Basu
ve arkadaslar1 ise meme kanserinin tedavisine yonelik %98’in iizerinde enkapsiilasyon etkinligine sahip
ve kontrollii etkin madde salimi1 saglayan lipofilik paklitaksel ve salinomisini birlikte iceren LNC’leri

basarili bir sekilde elde etmislerdir [52].

Hidrofilik Etkin Maddeler I¢in Kullanim

LNC’ler pek ¢ok hidrofilik etkin madde i¢in de uygun tasiyici sistemler olarak kullanilmislardir
[42]. Literatiirde uygun modifikasyonlar sonucunda fondaparinuks [53], DNA [54] ve siRNA [55] gibi
hidrofilik molekiiller LNC yapisina dahil edilmistir.

Hidrofilik molekiiller, hidrofobik kuyruklarin LNC’lerin yaglh ¢ekirdegi i¢ine yerlestirildigi basit
bir ters misel sistemi araciligiyla yapiya dahil edilebilmektedir [42, 56, 57]. Erlotinib hidrokloriir [56],
akriflavin hidrokloriir [58] ve doksorubisin hidrokloriir [59] gibi hidrofilik molekiiller igeren LNC’ler
ters miseller sistem olarak tasarlanmistir. Burada etkin maddelerin LNC’lerin yagl ¢ekirdegine dahil
edilebilmesi igin 6ncelikle ters misellerin sulu fazinda tutulmasi gerekmektedir [42]. Misel yiikli yag,
sistemin yagl siirekli fazina, diliisyondan hemen 6nce ilave edilmektedir [57]. Vrignaud ve arkadaslart,
hidrofilik doksorubisin hidrokloriirii, non-polar ortam olan Labrafac iginde Span 80’in ters misel
siispansiyonunda ¢o6ziindiirmiis ve ardindan bu sistemi faz inversiyon prosesinde LNC igine dahil

etmistir [59] (Sekil 6).
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Sekil 6. Ters miseler yiikliit LNC’ler [59]
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Briot ve arkadaglari, kisa yarilanma 6mriine ve diisiik biyoyararlanima sahip hidrofilik 6zellikte
desitabin i¢in akut miyeloid 16semide oral kullanim i¢in LNC formiilasyonlari tasarlamistir. LNC
formiilasyonlar1 yiiksek oranda Transcutol® HP (THP-LNC’ler) bazli LNC’ler ve Transcutol® HP ve
Tween® 80 (THP-T80-LNC’ler) karistmi bazli LNC’ler olmak iizere 2 sekilde hazirlanmustir.
Desitabinin formiilasyondaki yiikleme miktarini artirmak igin etkin maddenin Tween® 80 ve/veya THP
icindeki karigimi LNC hazirlanma asamasindaki son sogutma dongiisiinde ortama eklenmistir. Desitabin
yiiklii THP-T80-LNC’lerin partikiil boyutu 26,5 nm, enkapsiilasyon etkinligi ise %85’in iizerinde
bulunmustur [49]. Baska bir ¢alismada da hidrofilik yapidaki 5-florourasil’in LNC ¢ekirdegine daha
yiiksek afinitede enkapsiile edilebilmesi i¢in 5-florourasil oncelikle laurik asit ile modifiye edilerek
lipofilik tiirevinin olugturulmasi saglanmis ve bu sekilde enkapsiilasyon etkinligi %90 nin lizerinde elde

edilmistir [60].

Lipit Nanokapsiillerin Uygulama Yollar1
Kolloidal partikiillerin ve lipit tasiyici sistemlerin avantajlarini1 biinyesinde barindiran LNC’lerin,
oral, parenteral, topikal yol gibi gesitli uygulama yollarina yonelik kullanimina dair pek ¢ok calisma

bulunmaktadir [23, 53, 61].

Oral Uygulama

LNC’ler gesitli etkin maddelerin oral kullanimi i¢in tagiyici gorevi gorerek biyoyararlanim ve
etkinliklerinin artmasma olanak saglamaktadir. Bu tasiyict sistemlerin etkin maddelerin
biyoyararlanimlar1 {izerindeki etkisi; etkin maddenin ¢Oziiniirligiinii artirmasi, P-gp inhibitorii
ozellikleri sayesinde enkapsiile edilmis etkin maddenin permeabilitesini artirmasi ve ayrica yagh
cekirdekte molekiiler diizeyde ¢oziindiiriilmiis etkin maddenin transitozuna ve gastrointestinal
taginmasina izin vererek aktif endositik yolakla internalizasyona olanak saglamasiyla agiklanmaktadir
[62]. Ayrica lipitler, ilk gecis etkisinden kacip etkin maddenin lenfatik dolagimla taginarak absorbsiyon
yolunu degistirebilmektedir [63].

Roger ve arkadaglari, LNC’lerin in vitro gastrointestinal stabilitesini farkli stres kosullar altinda
cesitli ortamlarda incelemislerdir. Sonuglar, LNC’lerin mide ortami ve aglik durumu bagirsak ortaminda
stabil olduklarin1 gostermistir [64]. Bu arastirmacilar bagka bir ¢alismalarinda SN38’in oral kullanim
icin LNC formiilasyonlarini gelistirmislerdir. Caco-2 hiicre hatt1 boyunca SN38 yiiklii LNC’ler, serbest
SN38’e kiyasla etkin madde permeabilitesini artirmistir [48].

LNC’lerin oral kullanimina ydnelik yapilan bazi ¢aligsmalar Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Parenteral Uygulama
LNC’lerin parenteral kullanimina dair pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Farelerde, LNC’lerin
intraven0z uygulanmasindan sonra elde edilen klinik dncesi toksikolojik veriler, bu nano tasiyicilarin

iyi bir giivenlik profili sergiledigini gostermistir [69].
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Tablo 2. LNC’lerin oral kullanimina dair yapilan ¢aligmalar

Etkin Tastyict Deney
Madde Sistem PB/PDI EE Sonug Hagvam/ Kaynak
0z
Zayif su ¢oziiniirliigli olan tedrandrinin oral
Tedrandrin 40 nmy/ biyoyararlanimini arttirmak igin hazirlanan | Sprague -
fosfolipit TPC- 0155 493.9 TPC-LNC’lerin, tetrandrin tabletlere kiyasla | Dawley [34]
kompleksi LNC ' " | bagil biyoyararlanimi %208 olarak bulunmus | tiirii ratlar
(TPC) ve tetrandrinin oral absorpsiyonunda 6nemli | 2,4 mg/kg
bir artig oldugu vurgulanmustir.
Oral yoldan alindig1 zaman diisiik absorbsiyon Male
Fondaparin ~50 nm/ gosterdiginden sadqce parentera! .yolla Wistar
uks (FP) FP- <022 %93 5 kullanilan FP, LNC ile formile edildiginde tiiri ratlar [53]
cLNC ' ! FP-cLNC’lerde etkin madde, artan oral mutlak
. R . . 0,5,2ve5
biyoyararlanim (~%21’e kadar) ile lineer mark
farmakokinetik profili géstermistir. gkg
PTX’in piyasa preparati olan Taxol® ile
gergeklestirilmis karsilagtirmali ¢aligmalarda
oral yoldan siganlara uygulanan PTX- | Sprague -
. 60,9 LNC’ler, PTX’in oral biyoyararlanimmni | Dawley
(PF?_:_(LI(t)akSEI i-ll\—l)é- nm/<0,2 %99,9 | Taxol’e gore yaklasik ii¢ kat artirmigtir. Ayrica | tiirii ratlar [39]
LNC yiizeyindeki Solutol HS15”in P-gp efluks | 10 mg/kg
sistemini inhibe etmesiyle, tedavide verapamil
gibi P-gp inhibitorlerinin  kullanimindan
kagiilacag vurgulanmusgtir.
In-vivo farmakokinetik caligmalarda, TSIIA
siispansiyonuna  kiyasla  TSIIA-LNC’ler, Male
Tansinon TSHA- 7 / A.UC de 1yakla$ﬂf 3k6 kat .ar.tlls .lle. 9ral Wistar 5
HA LNC 0,99 nm 0498 biyoyarar anglml. biiyiik oranda iyi estlfrn1§F1r. tiirii ratlar [62]
(TSIIA) 0,096 TSHA-LNC’lerin hem yarllat}ma pmrunde 10 mg/kg
hem de MRT’de Onemli bir artis
sergilemesiyle LNC’lerin uzun siire dolagimda
kalma 6zellikleri dogrulanmugtir.
IBU-LNC’nin oral uygulamasi, egri altindaki
alanda (EAA) %18’lik ve ortalama kalis Sprague -
ibuprofen iBU- 370321/ o su{esmde (MRT) %27°1ik bir artig Dawley [65]
(iBU) LNC ' 696,4 | saglamistir. L tiiril ratlar
IBU-LNC, serbest IBU ¢ozeltisine kiyasla oral 50 mg/kg
uygulamadan sonra daha siirdiiriilebilir salim
ile uzun siireli antinosiseptif etki sergilemistir.
Schistoso
. Tek bir oral PZQ-LNC dozu, Schistosoma | ma
Prazikuant | PZQ- 4662 nm/ mansoni ile enfekte farelerde PZQ’nin | mansoni [66]
el LNC 0,01-0,08 | %95 o . P,
(PZQ) antiskiztozomal aktivitesini 6nemli Olgiide | enfekte
artirmigtir. fareler
250 mg/kg
Ex vivo permeasyon calismalarinda serbest Male
. etkin madde slispansiyonu ile -
(EEfla:\C;’enZ EE\(/:_ goo’gl nm/ %92,6 | karsilastirildiginda EFV-LNC \b!\:gsltras;gt [67]
' formiilasyonlarinda,  EFV’nin  intestinal
permeasyonunun arttigi gézlenmistir.
ABZ-LNC’ler, oral yolla uygulanan ABZ
siispansiyonuna kiyasla daha yiiksek bir
47,9 nm/ kemoprofilaktik etkinlik gostermistir. CF-1
'&gezn)dazo' fﬁé' 0,08 %97,5 | ABZ-LNC ile tedavi edilen 10 fareden 4’iinde | fareler [68]
herhangi bir kist gelismezken, ABZ | 5 mg/kg
siispansiyon  grubundaki tiim farelerde
enfeksiyon ilerlemistir.

PB: Partikiil Biiyiikliigii, PDI: Polidispersite Indeksi, EE: Enkapsiilasyon Etkinligi
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Khalid ve arkadaslari, kat1 tiimorlerin tedavisi i¢in 80-120 nm boyutlarinda hidrofobik yapili bir
etkin madde olan dosetaksel (DTX) yiikli DSPE-PEG kapli LNC hazirlamislardir. Kolon
adenokarsinom modeli olusturulmus farelere DTX veya DTX- LNC formiilasyonlar1 enjekte edilmis ve
in vivo farmakokinetik profili ve biyodagilimi degerlendirildiginde DTX- LNC’de etkin maddenin
biyolojik yarilanma Omriiniin arttigr ve tlimorlii bolgede yiiksek seviyede birikimin gergeklestigi
gozlenmistir [70].

Parenteral beslenme i¢in hem yaglarin sulu faza kolayca dahil edilmesini saglamak hem de stabil
bir parenteral karisimi elde etmek icin LNC’lerin kullanildigi bir ¢alismada herhangi bir stabilite
problemi olmadan bitkisel yag (zeytin yagi, soya yagi) bazli LNC’lerin parenteral beslenme
karisimlarina dahil edilmesi saglanmistir [71].

LNC’lerin parenteral kullanimina dair yapilan bazi ¢alismalar Tablo 3’te 6zetlenmistir.

Tablo 3. LNC’lerin parenteral kullanimina dair yapilan ¢alismalar

Deney
Etkin Madde | ¥ | pp/pp) EE Sonu¢ Hayvan/ | oo nak
Sistem Uygulama
Yolu/ Doz
Serbest CCM cozeltisiyle
kiyaslandiginda CCM-LNC’lerde, IC50
degerinin iki kat diistigii ve gliomal .
hiicrelerin  canliliginda 6nemli  bir Fischer
Kurkumin CCM- 50,Lnm/ | o, o 1g F344 ratlar, [26]
(CCM) LNC 006 086 azalma oldugu .bu unmustur. v
' CCM-LNC’lerin saglikli farelerdeki 10 mark
farmakokinetik ¢aligmalarinda ise AUC, 9kg
Cmax and tiz’de ciddi bir artis
gdzlenmistir.
ACF-LNC’ler, serbest ACF’ye kiyasla .
N . [ g Murin
daha yiiksek bir antitimér etkinlik .
- _— ortotopik
Akriflavin gOSter]in lﬁm' ys \dugy | Meme
hidrokloriir | ACF-RM- | 29,21nm/ LNC kullanimi, ACF"nin neden oldugu |\ oo g [58]
%82,87 | toksisiteyi baskilayarak, serbest etkin .
(ACF) LNC 0,033 e modeli
maddeye kiyasla siirdiiriilebilir salim
- . olusturulmu
saglamig, ilacin uygulama sayisini fareler. 1P
biiyik Olgiide (12 enjeksiyondan 2 | ¥ ’
I 5 mg/kg
enjeksiyona) azaltmustir.
PTC-LNC formiilasyonlarinin Taxol’e | Akciger
kiyasla, LD50 degerinde ve maksimum | kanser
Paklitaksel ) 67.5nm/ | , tolere edilebilir dozda sirasiyla sekiz kat | modeli [69]
(PTX) PTX-LNC <0,1 %100,5 ve on bir kat artig belirlenmis ve bu | olusturulmu
sekilde tedavi etkinliginde iyilesme | s fareler, IV
saglanmigtir. 12 mg/kg
DSPE- Etkin madde yikli LNCler, EPR | Shostrioma
Ferrosifenol MPEG2000 | 52,85nm/ 0498.46 etkisiyle pasif hedeflendirme sayesinde olusturulmu [72]
(FcdiOH) -FcdiOH- | 0,075 e timorli neredeyse ortadan kaldirarak srastlar Y
LNC giiclii bir antitiimdr etki sergilemistir. 2.4 mylkg
Meme
Ferrosenil Tedavi edilmeyen Kkontrol grubuna | kanseri
- FCOHTA | 53,9 nm/ kiyasla 38. giinde %36’lik bir farkla | modeli [73]
tamoksifen %100 snemli Slei ha diisik bir timé ! |
(FCOHTAM) M-LNC - onemli oqud§ dg 2 diistik bir timor | olusturulmu
hacmi elde edilmistir. s fareler, IP
20 mg/kg

IV: Intravendz, IP: Intraperitoneal
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Pulmuner Uygulama

Pulmoner uygulama, diger ila¢ uygulama yollarina kiyasla solunum yolu hastaliklarinin tedavisi
icin birgok avantaj sunmakta ve biyomolekiiller dahil olmak {izere ¢ok sayida aktif farmasétik bilesenin
lokal ve sistemik verilisi i¢in kullanilmaktadir. LNC’ler pulmoner uygulama igin potansiyel ilag tasiyici
sistemlerdir [74, 75].

Hureaux ve arkadaslar1, paklitakselin nebulizasyon yoluyla pulmoner yolla verilmesini saglamak
icin paklitaksel yiiklii LNC’ler gelistirmig (PTX-LNC) ve LNC dispersiyonlarini, nanokapsiil yapisinda
herhangi bir degisiklik olmadan ticari nebiilizérler ile aerosol haline getirmislerdir. Calismada
aerodinamik ¢ap 2,7 um ve ince partikiil fraksiyonu ise (1,0-5,0 um) %81,5 olarak bulunmustur. Bu ana
aerosol parametrelerinin, insan kullanimi igin bronsiyal hedefile olduk¢a uyumlu oldugu vurgulanmistir
[76]. Etkin madde yiikklenmemis LNC’lerin ve PTX-LNC’lerin tek doz pulmuner uygulamasinin
toksisitesinin inceledigi bir ¢alismasinda ise 60 giinliik toksisite analizinde si¢anlarda higbir kalinti
lezyon olmaksizin kisa siireli bir alveolar inflamasyona neden oldugu ve LNC’lerin, PTX’in pulmoner
taginimi i¢in potansiyel bir ilag tagiyicisi oldugu belirtilmigtir [74].

Umerska ve arkadaglari, inhale flutikazon propiyonatin (FP) taginimi i¢in LNC’leri kullanmis ve
nebulizasyon sartlar1 altinda aerosol damlalar1 igcinde LNC siispansiyonlarinin davranislar
incelenmislerdir. Nebulizasyon, FP’nin nanokapsiil yapisindan sizmasina neden olmamis ve
nebulizasyondan sonra faz ayrilmasi gozlenmemistir. Daha az miktarda surfaktan ve daha biiyiik
miktarda yag iceren 100 nm ¢apli LNC’ler, 30 veya 60 nm LNC’lere kiyasla nebulizasyon sirasinda
daha iyi FP yiikleme kapasitesi ve daha iyi stabilite sergilemistir [77].

Kuru toz inhalasyonla kullanilmak tizere LNC-Trojan mikropartikiilleri ad1 verilen piiskiirtmeyle
kurutulmug karbonhidrat bazli mikropartikiillerin elde edildigi bir ¢alismada LNC’lerin varligmin,
piiskiirtmeyle kurutulmus partikiillerin boyutu ve morfolojisi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Bununla birlikte, piiskiirterek kurutma islemi, LNC 6zelliklerini iyi bir sekilde korumus

ve redisperse edildiklerinde LNC’leri tahrip etmemistir [75].

Dermal ve Transdermal Uygulama

LNC’lerin, kurkumin [78], ropivakain [79], ketorolak trometamin [80], ibuprofen [81] gibi pek
cok etkin madde i¢in dermal/transdermal kullanimi rapor edilmistir.

Ropivakain (RPV) ile hazirlanan LNC’lerin in vitro ve in vivo cilt penetrasyon ¢alismasinda
LNC’ler ile cilt ylizeyi arasindaki etkilesimin stratum corneum’un goriinen morfolojisini degistirdigi,
korneosit katmanlarinin yakin konjugasyonunu kirdig1 belirlenmis ve RPV-LNC’ler uygulandiginda
dermis i¢inde tutulan yliksek RPV seviyesi ile LNC’lerin transdermal RPV tasinimi i¢in uygun aday
oldugu kanitlanmugtir [79].

Hatahet ve arkadaslari, giiglii antioksidan ve antienflamatuar 6zellikte olan ancak zayif su

¢ozlinlirliigiine ve diigiik stabiliteye sahip kuersetinin dermal yoldan uygulanmasini saglamak icin 20
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nm ve 50 nm boyutlarinda kuersetin yiikli-LNC formulasyonlar1 hazirlamiglardir. Gelistirilen
formiilasyon ile kuersetinin suda ¢oziiniirliigiiniin arttigi, uzatilmis salimin saglandigi ve antioksidan
aktivitenin korundugu gdzlenmistir. Sonug olarak, lipofilik yapis1 ve cilt iizerindeki okluzif etkisi ile
LNC’lerin, kuersetinin dermal uygulamasi i¢in umut verici bir strateji sundugu belirtilmigtir [82].
Kuersetin iizerine yapilan baska bir calismada da lipozom ve smart kristal (smartCrystals®)
formiilasyonlarina kiyasla LNC’ler daha {istiin penetrasyon kapasitesi gostermistir [83].

Itrakonazol (ITC) yiiklii jel bazli LNC’lerin topikal uygulamasima yonelik gerceklestirilen bir
calismada, ITC yiiklii NLC’ler ile karsilastirildiginda artmig antifungal aktivite saglanmistir [84].

Okiiler Uygulama

LNC’ler son yillarda oftalmolojide kullanimlart i¢in ilag tagiyict sistemler olarak arastirilmustir.
Formica ve arkadaslar1, nérovaskiiler okiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmak igin yiizeyinde etkili
bir terapotik antikor olan bevasizumab (BVZ) ve ¢ekirdeginde triamsinolon asetonid (TA) icerecek
sekilde tasarladiklar1 hibrit LNC’lerin (BVZ-TA-LNC) endotel hiicre kaybim ve vaskiiler endotel
bliyime faktdrii (VEGF) tarafindan indiiklenen kilcal olusumunu oOnemli oOlgiide Onledigini
belirlemislerdir [85].

Kuru tip makula dejenerasyonunda retina fonksiyonlarini oksidatif stres ve apoptoza karsi
korumak i¢in g6z damlas1 gelistirilmesinin amaglandigi bir ¢aligmada ise hazirlanan astragalosit-1V
(ASIV) fosfolipit kompleksini igeren LNC’lerin (ASIV-LNC) ROS iiretimini azalttig1, apoptoz oranini
%S35,12°den %0,533 e diisiirdtigii ve retinanin morfolojisi ve islevi lizerinde iyi bir koruyucu etkiye sahip
oldugu gozlenmistir [86].

Zhang ve arkadaslarinin kuru goz sendromunun tedavisinde kullanilmak {izere hazirladiklar
siklosporin A (CsA) yiiklii LNC (CsA-LNC) g6z damlalari, CsA emiilsiyonlarina kiyasla gegirgenlikte
ve biyoyararlanimda yliksek artis oraniyla daha iyi bir tedavi etkinligi saglamistir [87]. Aymi etkin
madde ile yapilan baska bir ¢alismada da CsA-LNC igeren kitozan/poloksomer in situ jel formiilasyonu

gozde irritasyona neden olmadan mukoadezyonda artig saglamistir [61].

Diger Uygulama Yollart

LNC’lerin nazal, mukozal uygulanmasina dair de ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir. Mohsen
ve arkadaglari, subaraknoid kanamaya bagli vazospazmi tedavi etmek i¢in yaygin olarak intravendz
kullanildiginda hipotansiyon, bradikardi, aritmi gibi ¢esitli yan etkilere neden olan nimodipinin (NM)
LNC formulasyonlarini intranazal uygulama i¢in tasarlamiglardir. Hazirlanan NM-LNC’ler, intravendz
uygulanan NM c¢ozeltisiyle karsilastirildiginda daha diisiik pik plazma konsantrasyonu ile yavas
eliminasyon hiz1 sergilemistir. intranazal LNC’ler, daha diisiik uygulama siklig1 ve minimum yan
etkilerle, NM’nin beyne etkili bir sekilde tasinmasini saglayabilmistir [23].

Abozaid ve arkadaslari, viral agiz enfeksiyonlarinin tedavisinde oromukozal uygulama ile

kullanilmak tizere jel formunda asiklovir (ACV) yiiklii LNC’ler hazirlamiglardir. Ex vivo permeasyon
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verileri, ticari kreme (%5) kiyasla daha diisiik doz etkin madde icermesine ragmen LNC jellerinde

(%0,3) artmig ACV gecirgenligi ve karsilastirilabilir membran retansiyonu gostermistir [88].
LNC’lerin bukal uygulanmasina yonelik yapilan bagka bir ¢aligmada karbopol jel i¢ine dahil

edilen lidokain ve lidokain yiikli LNC’ler, LNC olmadan hazirlanan jel formiilasyonuna kiyasla

anestezi siiresini dort kat artirmustir [24].

SONUC VE TARTISMA

LNC’ler, lesitin ve PEG bazli polimerlerin karisimindan yapilmig bir polimer tabakasiyla
cevrelenmis yaglh bir sivi ¢ekirdekten (orta zincirli trigliseritler) olusan nanopartikiiler sistemlerdir.
LNC’ler 100 nm altinda dar bir partikiil boyutu araliginda kolayca hazirlanabilmeleri, yiiksek etkin
madde yiikleme kapasitesine sahip olmalari, ylizey modifikasyonuna elverisli olmalari, yiizeyindeki
PEG zincirleri sayesinde uzun siire kan dolagiminda kalabilmeleri ve fiziksel stabilitelerinin yiiksek
olmasi gibi pek ¢ok avantajlara sahiptirler.

LNC’ler, biyolojik olarak uyumlu ve biyoparcalanabilir molekiillerle, organik ¢6ziicii icermeyen,
diisiik enerji tiiketimli, patentli bir {iretim teknolojisi olan “Faz Inversiyon Y&ntemi” ile
hazirlanabilmektedir. Bu yontem ile iiretilen LNC’lerin 6lgek biiyiitme acisindan elverisli oldugu pek
cok calismada gosterilmistir [44, 60].

LNC’ler, lipozom ve polimerik nanopartikiil gibi popiiler bir sekilde kullanilan nanotasiyicilarda
goriilen disiik stabilite, kisa raf omrii, hazirlanmasinda organik ¢6ziicii kullanimi, 6lgek biiylitmenin zor
olmas1 gibi dezavantajlarin {istesinden gelerek iistiin ozelliklerde hibrit yapiya sahip ilag tasiyict
sistemler olarak goriilmektedir.

LNC’ler sahip olduklar1 stabil yapilar1 ve biyolojik agidan uyumlu 6zellikleri sayesinde pek ¢ok
etkin madde i¢in oral, parenteral, topikal yol gibi ¢esitli uygulama yollari ile ilag tagiyici sistem olarak
kullanilmigtir. LNC’ler 6zellikle zayif su ¢6ziiniirliigii nedeniyle klinik uygulamalarinda ciddi bir sorun
olusturan hidrofobik etkin maddeler i¢in yiiksek yiikleme kapasitesine sahiptirler. Bu etkin maddeler ile
gelistirilen LNC formiilasyonlari sayesinde ¢6ziintirliik ve biyoyararlanimda ciddi artis temin edilmekte
ve sistemik etki saglanabilmektedir. LNC’ler, ayrica ters miseler sistem ya da uygun modifikasyonlar
ile hidrofilik etkin maddeleri de enkapsiile edebilmektedir.

Sonu¢ olarak, yiiksek yiikleme kapasitesi temin edebilen, organik ¢oziicii kullanim
gerektirmeyen ve bu agidan diger nanoboyutlu ilag tasiyici sistemlerin hazirlama yontemlerine kiyasla
daha gevre dostu kabul edilen ve dlgek biiyiitme islemine uyumu ile endiistriye adapte edilebilen patentli
bir liretim teknigi olan faz inversiyon metoduyla hazirlanan LNC’ler, pek ¢cok uygulama yolu ile verilise
elverisli olan ve farkli hastaliklarin tedavisinde terap6tik etkinligi artiran yeni nesil lipit bazli ilag tasiyict

sistemlerdir.
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KOZMETIiK URUNLERDE GORULEN MIKROBIYOLOJIK
KONTAMINASYONLAR

MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION OF COSMETIC PRODUCTS

Ayse ARAS! (), Miijde ERYILMAZ?*

IT.C. Saglik Bakanlig1, Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Kozmetik Uriinler Dairesi, 06520,
Ankara, Tiirkiye
2Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, 06560, Ankara,
Tiirkiye

07/

Amag: Kozmetik iiriin; insan viicudunun epiderma, trnaklar, killar, sa¢lar, dudaklar ve dis genital
organlar gibi dis kusimlarina, dislere ve agiz mukozasina uygulanmak iizere hazirlanmus, tek veya temel amaci
bu kisimlar: temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek ve/veya viicut kokularim diizeltmek ve/veya
korumak veya iyi bir durumda tutmak olan biitiin madde ve preparatlar: tamimlanmaktadir. Bu iiriin grubu
toplumda hemen her yas grubundan bireyler tarafindan kullanilmakta olup tiiketicilere etkili, giivenli ve kaliteli
bir sekilde ulastiriimalidir. Kozmetik iiriinler, steril olmayan farmasotik iirtinler grubunda yer almaktadurlar.
Kozmetik iriinlerin iceriginde yer alan su bazli karigimlar, protein agisindan zengin maddeler, bitkisel veya
hayvansal hammaddeler mikrobiyal tireme icin oldukga elverislidir. Bu derlemede iilkemizde kozmetik
tiriinlerin mikrobiyolojik a¢idan sahip olmasi gereken ézellikler ve kozmetik iiriinlerde goriilen mikrobiyolojik
kontaminasyonlar degerlendirilerek, kontaminasyonun onlenmesi i¢in yapilmasi gerekenler gézden
gegirilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Yapilan ¢alismalar kozmetik iiriinlerin ¢ogunlukla tiiketici tarafindan kullanim
sirasinda kontaminasyona ugradigini gostermektedir. Uriinlerin son kullanma tarihi gectikten sonra
kullanilmas, birden fazla kisi tarafindan kullanilmas:, tikiiriikle islatilmasi, icine parmak ya da kontamine
cisimlerin sokulmasi, hava ile temas halinde olmast kullanim sirasindaki kontaminasyonun en énemli sebepleri
olarak gésterilmektedir. Kozmetik iiriinlerde siklikla kontaminasyona neden olan mikroorganizmalar;
Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
S. epidermidis, Candida albicans ve Aspergillus sp. olarak belirtilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal koruyucular, kozmetik iirtinler, mikrobiyolojik kalite kontrolii,
mikrobiyal kontaminasyon
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Obijective: Cosmetic product; defines all substances and preparations which prepared to be applied to
external parts of the human body such as epidermis, nails, hair, lips, and external genitalia; teeth and oral
mucosa, whose sole or main purpose is to clean, smell, change their appearance, and/or correct and/or protect
or keep these parts in good condition. This product group is used by individuals from almost every age group
in society and should be delivered to consumers in an effective, safe, and high-quality way. Cosmetic products
are included in the group of non-sterile pharmaceutical products. Water-based mixtures, protein-rich
substances, vegetable or animal raw materials in the content of cosmetic products are suitable for microbial
growth. In this review, the microbiological properties of cosmetic products in our country and the
microbiological contaminations seen in cosmetic products were evaluated, and what should be done to prevent
contamination was reviewed.

Result and Discussion: Studies have shown that cosmetic products are mostly contaminated during use
by the consumer. The most important causes of contamination during use are the use of products after their
expiration date, use by more than one person, wetting them with saliva, inserting fingers or contaminated
drawings into them, and being in contact with air. Microorganisms that frequently cause contamination in
cosmetic products are indicated as Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, S. epidermidis, Candida albicans, and Aspergillus sp.

Keywords: Antimicrobial preservatives, cosmetic products, microbial contamination, microbiological
quality control

GIRIS

Saglik Bakanligi’nin 30.03.2005 tarihli ve 25771 sayili Resmi Gazete’de yayimlanan 5324 sayil
Kozmetik Kanunu’na gore: Kozmetik iirlin; insan viicudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar
ve dis genital organlar gibi dis kisimlarina; dislere ve agiz mukozasina uygulanmak {izere hazirlanmus,
tek veya temel amact bu kisimlar1 temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek ve/veya viicut
kokularmi diizeltmek ve/veya korumak veya iyi bir durumda tutmak olan madde ve preparatlar
tanimlanmaktadir [1, 2]. Kozmetikler, Amerikan fla¢ ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan kullanim
amaglarma gore insan viicudunu temizlemek, giizellestirmek, ¢ekici hale getirmek veya goriintimiinii
degistirmek amaciyla deri ve eklerine, ovalama, siirme, serpme ve sikma seklinde uygulanan maddeler
olarak tanimlanmaktadir [3].

Toplumda hemen her yas grubundan bireyler tarafindan kullanilan kozmetikler, olduk¢a genis
iriin ¢esitliligine sahiptir. Bu triinlerin birgogu tiiketiciler tarafindan giinliik olarak kullanilmaktadir.
T.C. Saglik Bakanlhig: Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu’nun yayimnladigi 19.04.2021 tarihli Kozmetik
Uriinler Yonetmelik Degisikligi Taslak Metni’nde kozmetik iiriinler; cilt bakim iiriinleri, cilt temizleyici
iriinler, viicut tliylerini uzaklastirict iiriinler, viicut tiiylerini sarartici tirlinler, viicut kokusunu ve/veya
terlemesini diizenleyen iriinler, tirag ve tirag 6ncesi/sonrasi iiriinler, makyaj tiriinleri, parfiimler, giines
iiriinleri ve gilinessiz bronzlastiran iiriinler, diger cilt tirlinleri, sa¢ ve sa¢ derisi bakim ve temizleme
iriinleri, sa¢ renklendirmede kullanilan {iriinler, sa¢ sekillendirici iiriinler, diger sa¢ ve sa¢ derisi
uiriinleri, tirnak cilas1 ve cila ¢ikarici iiriinler, tirnak bakimi i¢in kullanilan tiriinler, tirnak giiclendirici
iriinler, tirnak yapistiricist ¢ikaricr iiriinler, diger tirnak ve kiitikiil tiriinleri, dis bakim iirlinleri, agiz
sular, agiz spreyleri, dis beyazlaticilar, diger agiz hijyen iriinleri genel basliklar1 altinda

stniflandirilmistir. Kozmetik Uriin Kategorileri Tablo 1°de verilmistir [4].
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Tablo 1. Kozmetik Uriin Kategorileri [4]

Kozmetik Uriin Kategorileri

CiLT
URUNLERI

Cilt Bakim Uriinleri

Yiiz maskeleri digindaki cilt bakim {irlinleri
Yiiz maskesi
GOz ¢evresi triinleri
Dudak bakim iiriinleri
El bakim iiriinleri
Ayak bakim tiriinleri
Viicut bakim {irtinleri
Dis genital bolge bakim {irtinleri
Kimyasal soyucu firtinleri
Mekanik soyucu iiriinleri
Cilt rengini agic1, aydinlatici iiriinler

Diger cilt bakim iiriinleri

Cilt Temizleyici
Uriinler

Sabunlar
Banyo/dus iiriinleri
Makyaj cikarici iirtinler
Dis genital bolge hijyen tirlinleri
Diger cilt temizleyici tirtinler

Viicut Tiiylerini
Uzaklastiricr Uriinler

Kimyasal depilatuvarlar
Fiziksel epilasyon iiriinleri
Viicut tiiylerini uzaklastiran diger iiriinler

Viicut Tiiylerini
Sarartici Uriinler

Viicut tily sarartict {irlinleri

Viicut Kokusunun
velveya Terlemenin
Diizenlenmesi

Ter onleyici etkili tiriinler
Ter dnleyici etkili olmayan tiriinler

Tiras ve Tiras
Oncesi/Sonrasi
Uriinler

Tiras tirtinleri
Tiras 6ncesi/sonrasi iriinler
Diger tirag ve tirag dncesi/sonrasi iiriinler

Makyaj Uriinleri

Fondéten
Kapatici
Diger yiiz makyaj tiriinleri
Maskara
Goz fart
Goz kalemi
Goz konturunu saglayan driinler (eyeliner)
Diger gbz makyaj iirlinleri
Ruj/dudak parlaticist
Ruj sabitleyici
Diger dudak makyaj iiriinleri
Viicut veya yiiz boyalari
Diger makyaj tiriinleri

Parfiimler

Hidroalkolik parfiimler
Hidroalkolik olmayan parfiimler

Giines Uriinleri ve
Giinessiz
Bronzlastiran
Uriinler

Glines dncesi ve giines sonrasi tiriinler
Giinesten koruma iiriinleri
Glinessiz bronzlastiran iirtinler
Diger giines tiriinleri ve giinessiz bronzlagtiran iiriinler

Diger Cilt Uriinleri

Diger cilt iiriinleri




Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 262-276, 2022 Aras ve Eryllmaz 265

Tablo 1 (devami). Kozmetik Uriin Kategorileri [4]

Kozmetik Uriin Kategorileri
Sampuan
. . Sa¢ kremi
Sag ve Sa¢ D.e rist Sag derisi ve sa¢ kokleri bakim iirlinleri
Bakim ve Temizleme - e
. . Kepek onleyici iiriinler
Uriinleri . e
Sac¢ kaybini dnleyici iiriinler
Diger sa¢ ve sag derisi bakim ve temizleme iiriinleri
SAC VE Sac Renklendirmede .Ok§1dat1f sa¢ boyalar1
SAC Kullanilan Uriinler Oksidatif olmayan sag¢ boyalar1
DERISi Sag rengini agic1 ve boya ¢ikarict iiriinler
URUNLERI Diger sag boya iiriinleri
Sac Sekillendirici Gegici sag sek.1 llend} et .l.llil.lnler
AN Kalic sag sekillendirici iirtinler
Uriinler - e
Sag yatistirict ve diizlestirici tirlinler
Diger sa¢ sekillendirici iiriinler
Diger Sac ve Sa¢ Sac1 giinesten koruyucu iiriinler
Derisi Uriinleri Diger sa¢ ve sag derisi iirtinleri
Tirnak cilasi ve tirnak makyaji
Tirnak Cilasi1 ve Cila Tirnak “ last s 1kar1.01.
L Tirnak cilasi inceltici
Cikarici Uriinler .. -
Tirnak rengini agici iiriinler
Diger tirnak cilasi ve cila ¢ikarici iriinler
TIRNAK Tirnak
VE Bakim/Tirnak Tirnak bakim {irtinleri
KUTIKUL Giiclen dl'r'c' Tirnak gii¢lendiriciler
URUNLERI uglenciricl Diger tirnak bakim/tirnak gii¢lendirici iiriinler
Uriinler
Tirnak Yapistiricisi
Cikarier Uriinler Tirnak yapistiricist ¢ikaricilar
Diger Tirnak ve Kiitikiil ¢ikaricilar / yun.l.uf,atlcllar
Kiitikiil Uriinleri Tirnak yapilandirici iiriinler
uttiul Uruniert Diger tirnak ve kiitikdil {irtinleri
Dis macunu
Dis Bakim Uriinleri Dis temizleme tozu/tuzu
Diger dis bakim {irtinleri
9 Ag1z ¢alkalama sular1
AGIZ Agiz Sular / Nefes tazeleyici spreyler/agiz spreyleri
HIJYEN . . L -
L . Spreyleri Diger agiz ¢alkalama sular1 /nefes tazeleyici spreyler/agiz
URUNLERI
spreyler
Dis Beyazlaticilar Dis beyazlaticilar
Diger Ag1z Hijyen ee o I
Uriinleri Diger agiz hijyen iiriinleri

Etkili, giivenli ve kaliteli bir sekilde topluma ulastirilmasi gereken kozmetik iirlinler, lretici
tarafindan Ongoriilebilen sartlar altinda uygulandiginda veya {iriiniin sunumu, etiketlenmesi,
kullanimina dair aciklamalara veya iiretici tarafindan saglanan bilgiler dikkate alinarak Onerilen

kullanim sartlarina gére uygulandiginda, insan sagligina zarar vermeyecek nitelikte olmak zorundadir
[1, 2, 5].
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Kozmetik iiriinler, steril olmayan farmasdtik tiriinler grubunda yer almaktadirlar. Bu tirinlerin
yapilarinda bulunan karbon ve azot kaynaklari, mineraller, tireme faktorleri, uygun asidik ortam ve nem
mikrobiyal ireme igin uygun ortam olugmasini saglar. Kozmetik iriinlerin mikrobiyolojik
kontaminasyonlar1 hem tiiketici saglig1 agisindan risk olusturmasi hem de iiriinde meydana gelebilecek
degisiklikler (koku ve gaz olusumu, renk ve viskozite degisiklikleri vb.) nedeniyle ekonomik kayba
neden olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Kozmetik iiriinlerin mikrobiyolojik kontaminasyonu,
tretim, doldurma, depolama asamalarinda veya tiiketici tarafindan kullanim esnasinda
gerceklesebilmektedir. Uretim asamasindaki kontaminasyon, ham madde, su veya diger yardimci
maddeler araciligi ile gergeklesebilir. Bununla birlikte uygun olmayan tiretim ortami ve kosullari, cihaz,
ekipman, personel de kontaminasyona neden olabilmektedir. Kontaminasyon ambalajlama, nakliye,
depolama siireglerinde gergeklesebilecegi gibi 6zellikle ayni tirlinlin birden fazla tiiketici tarafindan
kullanilmas1 sonucunda da goriilebilmektedir. Kozmetik iirlinlerin iceriginde yer alan su bazh
karigimlar, protein agisindan zengin maddeler, bitkisel veya hayvansal hammaddeler mikrobiyal
tiremeye oldukga elveriglidir [5-9].

Kozmetik iireticisi, Iyi Imalat Uygulamalar: (GMP) ve Mikrobiyolojik Kalite Y&netimine uygun
olarak tiretimde kullanilacak cihaz ve malzemelerin temiz, triinlerin patojen mikroorganizmalardan
arindirilmis olmasini saglamalidir. Bunun igin 6zel temizleme, sanitasyon ve kontrol prosediirlerini
tamimlayarak takip etmelidir. Bunun yaninda prosediirler, hammaddelerin, dokme/y1gin (bulk) ve bitmis
riinlerin, paketlemede kullanilan malzemelerin, personelin, ekipmanin, hazirlik ve depolama odalarinin
mikrobiyolojik kontroliinii de icermelidir [5].

Kozmetik iiriiniin agildiktan sonra son kullanma tarihine kadar tiiketici i¢in mikrobiyal a¢idan
givenirliliginin  saglanmasi, Kkalitesinin ve 6zelliklerinin korunmasi gerekmektedir. Mikrobiyal
kontaminasyonu 6nlemek ve iiriin kalitesinin devamini saglamak i¢in diisiik mikrobiyolojik riskli ve tek
kullanimlik  veya agilamayan riinler haricindeki  iriin  formiilasyonlarina  koruyucu
eklenmelidir. Koruyucu, kozmetik tiriinde bakteriyel ve fungal tiremeyi 6nlemek igin kullanilan dogal
veya sentetik kokenli bilesen ya da bilesenlerin karisimidir. Koruyucunun gosterdigi antimikrobiyal
etkinlik, tirtiniin beklenen raf 6mrii art1 kullanim stiresine esdeger olacak sekilde ve genis spektrumlu
olmalidir. Bununla birlikte tiriinde kullanilacak olan koruyucu maddelerin formiilasyonda yer alan diger
maddelerle uyumlu olmasi, tiiketici lizerine alerjik, toksik ve tahris edici etkilerinin bulunmamasi ve
mikroorganizmanin koruyucu sisteme adaptasyonu ve direng gelistirmesini 6nleyecek nitelikte olmasi
gerekmektedir [6, 7, 10].

Kozmetik {riinlerde kullanilan koruyucular fenolik yapidaki koruyucular (parabenler,
fenoksietanol, benzil alkol vb.), formaldehit ve formaldehit salan koruyucular (imidazolidinil iire,
diazolidinil tre vb.), halojenize koruyucular (triklosan, klorfenezin, metilkloroizotiazolinon vb.),

halojen olmayan izotiyazolinonlar (metilizotiyazolinon, benzisotiazolinon vb.) ve organik asitler
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(benzoik asit, sorbik asit vb.) olmak iizere genel olarak 5 grup altinda siniflandirilabilir. Bunlarin diginda
nitrojen bilesenleri, agir metal tiirevleri, inorganik bilesenler de koruyucu olarak kullanilabilmektedir.
Gliniimiizde antimikrobiyal etkinligi artirmak ve formiilasyona adaptasyonu kolaylastirmak igin
kombine sekildeki koruyucu bilesenler iiretimde daha ¢ok tercih edilmektedir. Biyolojik olarak aktif
kimyasallar olan koruyucularin, antimikrobiyal etki gosterirken tiiketici tizerinde zararl etkileri de s6z
konusu olabileceginden, kozmetiklerde kullanilmasi uygun olan maddeler yonetmelik ve yasalarla
diizenlenmistir. Ulkemizde, kozmetik iiriinlerde kullanilmasma izin verilen koruyucularm listesi
Kozmetik Uriinler Yénetmeligi Ek-V’te yer almaktadir. Koruyucu secimi, iiriin cinsi ve kullanim sekli
g0z oniinde bulundurularak, belirlenen kriterlere uygun yapilmalidir [6, 7, 11, 12].

Ulkemizde kozmetik iiriin bildirimi esnasinda Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK)
tarafindan istenen ve uzmanlarca kontrolii yapilan belgeler arasinda Uriin Giivenlilik Degerlendirme
Raporu da yer almaktadir. Bu rapor {iriin bilesenlerinin toksikolojik karakteri, kimyasal yapis1 ve maruz
kalma seviyeleri, iiriiniin kullanima sunuldugu hedef kitlenin veya iirlinlin uygulanacagi bolgenin
belirgin maruziyet Ozellikleri g6z Oniinde bulundurularak bitmis {iriinde yapilan degerlendirmeyi
sunmaktadir. Kozmetik tiriinlerin mikrobiyolojik kalitesine iliskin bilgi, koruyucu sistemin etkinliginin
dogrulanmasi ve normal kosullar altinda depolanan kozmetik riiniin belirtilen minimum dayanma
stiresinin ve bitmis tirinin acildiktan sonra kullanim siiresinin dogrulanmasi iiriin giivenligi agisindan
onemlidir. Rapor iceriginde kozmetik iiriine ait mikrobiyolojik kalite testleri ve koruyucu etkinlik
testleri sonuglarinin da yer almasi zorunludur [5].

TITCK tarafindan yayinlanan “Kozmetik Uriinlerde Giivenlilik Degerlendirmesine Iliskin
Kilavuz Siiriim 3.0 de kozmetik iriinlerin mikrobiyolojik acisindan sahip olmasi gereken 6zellikler
bildirilmistir. Bu kilavuzda kozmetik iiriinler, mikrobiyolojik kalite kontrolii agisindan iki kategori
altinda gruplandirilmis olup, 6zellikle géz ¢evresinde, mukoza zarlarinda, hassas deride, ii¢ yas alti
cocuklarda, yaslilarda veya riskli bagisik yanit gosteren kisilerde kullanilacak olan kozmetik {iriinlerin

mikrobiyolojik spesifikasyonlarina dikkat ¢ekilmistir [5].

Kategori 1: Go6z bolgesinde ve mukoza zarlarinda kullanilmak tizere, 3 yasin altindaki ¢ocuklar igin
Ozel olarak tasarlanmus triinler.

Kategori 2: Diger urinler.

TITCK tarafindan yayinlanan kilavuzda EN ISO 17516 Standardina gére kozmetik iiriinlerdeki
mikrobiyolojik limit degerleri Tablo 2’deki gibi verilmistir.

Kozmetik iiriinler mikrobiyolojik duyarliliklart goz oniine alinarak ii¢ gruba ayrilmaktadir [5, 8].

- Diisiik mikrobiyolojik riskli iiriinler: Bu grupta yer alan {irlinler i¢in bitmis iiriinde tarama-
zorlama testi (koruyucu etkinlik testi, challenge test) veya mikrobiyolojik kalite testlerinin yapilmasi

gerekli degildir. Bilimsel dogrulama saglanmasi yeterlidir. Bu grupta yer alan iiriinlere alkol igerigi



268 Aras ve Eryillmaz Ankara Ecz. Fak. Derg., 46(1): 262-276, 2022

>%20 olan trlinler, organik ¢ozeltilere dayali iiriinler, ve yiliksek/diisiik pH degerlerine sahip triinler
ornek olarak verilebilir.

- Tek kullammlik iiriinler ve agilamayan iiriinler: Bu grupta yer alan iiriinler i¢in bitmis iiriinde
sadece mikrobiyolojik kalite testinin yapilmasi gereklidir.

- Diger iiriinler: Bitmis iiriinde hem tarama-zorlama testinin hem de mikrobiyolojik kalite

testinin yapilmasinin gerekli oldugu tiim diger triinler bu grupta yer alir.

Tablo 2. Kozmetik Uriinlerdeki Mikrobiyolojik Limit Degerleri [5]

Mikroorganizma Tipi Kategori 1 Kategori 2
Toplam aerobik mezofilik mikroorganizma sayisi <1 x 10 cfu/ g veya ml? <1 x10° cfu/ g veya mlI°
(Bakteri+kiif+maya)
Escherichia coli 1 g ve ml de bulunmamali | 1 g ve ml de bulunmamali
Pseudomonas aeruginosa 1 g ve ml de bulunmamali | 1 g ve ml de bulunmamali
Staphylococcus aureus 1 g ve ml de bulunmamali | 1 g ve ml de bulunmamali
Candida albicans 1 g ve ml de bulunmamali | 1 g ve ml de bulunmamali

*Plak sayim yonteminin dogal degiskenligi nedeniyle, USP-Amerikan Farmakopesi Boliim 61 veya EP- Avrupa
Farmakopesi Bolim 2.6.12 ye gore,

**Sonuglarin yorumlanmasi, a> 200 CFU / g veya ml, b> 2000 CFU / g veya ml ise sonuglar sinir dist kabul edilir.
***Sabouraud Dekstroz agarinda bakteri kolonileri tespit edildiginde, antibiyotik i¢eren Sabouraud Dekstroz agar
kullanilabilir.

Kozmetik {iriiniin depolama ve kullanim siirecinde mikrobiyolojik stabilitesinin saglanmasi
amaciyla, tiriin formiilasyonunda yer alan koruyucunun etkinligi degerlendirilmelidir. Koruyucunun
etkinligi tarama- zorlama testi (challenge test) araciligi ile degerlendirilebilir. Bu test, iriinin
tiretiminden normal depolama ve kullanim kosullarinda tiiketilinceye kadar, bozulma veya kontamine
olma olasiligina karsi, formiilde yer alan koruyucu(lar) tarafindan korunabilecegini gdstermesi
nedeniyle biitiin kozmetikler igin yapilmalidir. Tarama-zorlama testi, bitmis triin formilinin yapay
kontaminasyona maruz birakildiktan sonra mikrobiyal kontaminasyon riskinin degerlendirilmesi
esasina dayanir. Testlerin tekrarlanabilirliginin saglanmasi amaciyla kullanilacak mikroorganizmalar;
standart kiltiir koleksiyonlarinda yer alan Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida
albicans ve Aspergillus brasiliensis suslaridir. Bu suslara ek olarak spesifik bir {irtinii kontamine etme
riski bulunan baska suslarda teste dahil edilebilir [13].

Kozmetik iiriinlerin mikrobiyolojik kalite kontrolii yapilirken, testlerin giivenirliligi i¢in bitmis
iiriin igeriginde yer alan koruyucularin antimikrobiyal etkisinin uygun nétralizan ajanlar kullanilarak
notralize edilmesi gerekmektedir. Segilecek olan nétralizan iiriin igerisindeki tiim koruyucu maddeleri
inaktive edebilmeli ve testte kullanilan tiim mikroorganizmalara kars toksik etkili olmamalidir. Avrupa
Farmakopesi 2.6.12'ye gore glutaraldehit ve civa bilesikleri i¢in sodyum bisiilfit; sorbatlar ve aldehitler
icin diliisyon; kuaterner amonyum bilesikleri, parabenler ve iyodinler igin saponin, lesitin, polisorbat
80; civa i¢in tiyoglikolat; halojenler i¢in tiyosiilfat nétralize edici ajanlar olarak kullanilabilir. Ayrica
parabenler, fenoksietanol, feniletanol igin lesitin, polisorbat 80; kuaterner amonyum bilesikleri ve

katyonik ylizey aktif maddeler igin lesitin, saponin, polisorbat 80, sodyum dodesil siilfat; aldehitler igin
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glisin, histidin; oksitleyici maddeler i¢in sodyum tiyosiilfat kullanilarak antimikrobiyal etki ortadan
kaldirilabilir [14, 15].

Kozmetik Uriinlerde Gériilen Mikrobiyolojik Kontaminasyonlar

Hijyenik kurallar g6z 6niinde bulundurularak, GMP’ye uygun olarak iiretilmesi gereken kozmetik
iiriinler, formiilasyonlarinda yer alan organik ve inorganik maddeler nedeniyle mikroorganizmalarin
¢ogalmasi i¢in uygun ortamlar olusturmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle inorganik kimyasal igerikli
iriinlerden ¢ok, organik igerikli dogal triinlere egilimin olmast ve mikroorganizmalarin bitkisel ve
hayvansal igerikli bu organik ortamlarda kolaylikla cogalabilecegi ihtimali kontaminasyonun dnemine
dikkat ¢ekmektedir [5, 8]. Kozmetik {irlinlerin mikroorganizmalarla kontaminasyonu, ilk olarak 1946
yilinda Yeni Zelanda’da Clostridium tetani ile kontamine olmus talk pudrasinin bebeklerde kullanimi
sonucu meydana gelen Sliimler ile fark edilmistir [16]. Ilerleyen yillarda yapilan birgok arastirma
kozmetiklerin cesitli kaynaklardan gelen ¢ok farkli mikroorganizmalarla kontamine olabileceklerini
gostermistir [9, 17-21].

Birlesik Krallik’ta yapilan bir ¢alismada kullanilmis ruj (96), dudak parlaticist (107), eyeliner (92)
ve maskaralarda (93) mikrobiyolojik kontaminasyon varligi arastirilmis ve kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalar tanmimlanmustir. Rujlarda P. fulva (2), P. monteilii (1), Citrobacter freundii (1);
dudak parlaticilarinda S. haemolyticus (1), S. cohnii (1), S. saprophyticus (2), S. capitis (2), S. pasteurii
(1), Micrococcus luteus (1), Bacillus litoralis (1), P. putida (1), P. monteilii (3), P. fulva (2),
Lactobacillus (1), Citrobacter freundii (1), C. glabrata (1); eyeliner’larda Cryptococcus diffluens (1),
Micrococcus luteus (1), Burkholderia vietnamiensis (1), Bacillus muralis (1), S. saprophyticus (1), S.
capitis (2), S. hominis (2), S. haemolyticus (2), Escherichia coli (2), Arthrobacter roseus (1);
maskaralarda Pluralibacter gergoviae (2), S. saprophyticus (1) tiirleri kontaminant mikroorganizmalar
olarak saptanmustir [9].

RAPEX (Avrupa Birligi Hizli Uyar1 Bilgi Sistemi) sistemi {izerinde 2005-2018 yillar1 arasinda
bildirilen kozmetik tirlinlerde mikrobiyolojik kontaminasyon verilerinin analiz edildigi ¢alismada,
kontamine oldugu i¢in geri ¢cagrilan 104 adet kozmetik {iriin oldugu bildirilmistir. Bu {irtinlerin 32 tanesi
cilt temizleme tiriini, 32 tanesi cilt bakim iriini, 21 tanesi sa¢ ve sa¢ derisi lrtint, 8 tanesi makyaj
uriinii, 1 tanesi deodorant ve geri kalan 10 tanesi de ¢esitli kozmetik {irtinler olarak belirtilmistir.
Uriinlerin 20 tanesinin ¢ocuklara yonelik oldugu rapor edilmistir. Kontaminasyona ¢ogunlukla Gram
negatif bakterilerin (P. aeruginosa (30), Enterobacter gergoviae (8), Pseudomonas sp. (6), Enterobacter
cloacae (4), Burkholderia cepacia (3), Klebsiella pneumoniae (2), Achromobacter xylosoxidans (1),
Burkholderia sp. (1), Citrobacter freundii (1), K. oxytoca (1), Pantoea agglomerans (1), Pantoea sp. (1),
P. putida (1), Rhizobium radiobacter (1), Serratia marcescens (1) neden oldugu goriilmistiir.

Kontaminasyon nedeni olarak Gram pozitif bakterilerden S. aureus (4), Bacillus firmus (1),
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Enterococcus faecium (1), Enterococcus sp. (1) tiirleri tanimlanmistir. Mantarlardan C. albicans 2
tirinde saptanmustir. Kontamine olan 45 {iriindeki etken ise tanimlanamamistir [21].

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada kullamlnis 500 kozmetik iiriin (el ve yiiz kremi, giines kremi,
dis macunu, el ve viicut losyonu, tonik, maske, serum, viicut yagi, sa¢ tirtinleri, ruj, maskara, temizleyici
jel, fondoten, makyaj kalemleri) mikrobiyolojik kontaminasyon agisindan incelenmis ve bu liriinlerin
101 tanesinde bakteriyel kontaminasyon tespit edilmistir. Kontaminasyona neden olan bakteriler S.
epidermidis (47), S. hominis (17), E. coli (16), K. pneumoniae (11), S. aureus (6) ve P. aeruginosa (4)
olarak tanimlanmustir [22]. Tiirkiye’de yapilan bir baska calismada farkli ambalaj tiplerinde bulunan
127 adet (43 tanesi hi¢ ac¢ilmamis-84 tanesi kullanilmig) kozmetik trtin (krem, losyon, temizleme
losyonu, tonik) mikrobiyolojik kontaminasyon yoniinden incelenmistir. En fazla kontaminasyon
kavanoz ve tiip ambalajl tirtinlerde goriiliirken, spreylerin kontaminasyon agisindan daha giivenli
oldugu bildirilmistir. Kullanilmamis ve kullanilmis ambalaj gruplari i¢inde en yiiksek kontaminasyon
oranina sahip olan ambalaj grubunun kavanozlar oldugu belirtilmistir. Kullanilmamis kozmetik iiriin
orneklerinin %18,60'in bakterilerle, %2,33"iintin mayalarla kontamine oldugu, kullanilmig 6rneklerin
%47,62'sinin bakterilerle, %5,95'inin ise mayalarla kontamine oldugu saptanmistir [23].

Ibegbulam-Njoku ve Chijioke-Osuji (2016), ¢alismalarinda Nijerya’da iiretilen sabun (6), viicut
kremi (5), sa¢ kremi (4), roll-on deodorant (2) ve pudra (3)’dan olusan yirmi farkli ticari kozmetik tirlinii
mikrobiyolojik kontaminasyon agisindan incelemislerdir. Test edilen kozmetik iiriinlerde kontaminant
olarak en ¢ok P. aeruginosa ve S. aureus tiirleri saptanmigtir. Bunlarin disinda Enterobacter aerogenes,
Bacillus subtilis, Bacillus sp., Micrococcus sp., Salmonella sp., Proteus vulgaris, C. albicans,
Aspergillus niger, A. flavus kontaminasyona neden olan diger mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir
[24].

Bebek bakimi i¢in kullanilan iirlinlerin (viicut losyonu, sampuan, bebek yagi, viicut sampuani ve
sabunu) mikrobiyolojik kalitesinin arastirildig: bir ¢alismada Pseudomonas sp., Klebsiella sp. ve E. coli
kontaminasyona neden olan bakteriler olarak bulunmustur. Uriinlerin iiretim siirecinde veya uygun
olmayan saklama kosullar1 nedeniyle kontaminasyona ugradig disiintilmiistiir [25].

Ticari olarak satin alinan ve kullanilmamis nemlendirici losyon, BB kremler ile yapilan bir
calismada P. aeruginosa, E. coli, S. aureus ve A. brasiliensis kontaminasyona neden olan
mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir [26].

Yapilan c¢alismalar kozmetik iiriinlerin ¢ogunlukla tiiketici tarafindan kullanim sirasinda
kontaminasyona ugradigini gdstermektedir. Uriinlerin etiketinde belirtilen son kullanma tarihinden uzun
stire kullanilmasi, birden fazla kisi tarafindan kullanilmasi, tiikiiriikle 1slatilmasi, igine parmak ya da
kontamine cisimlerin sokulmasi, hava ile temas halinde olmasi, sampuan, dus jeli gibi tiriinlerin su ile
seyreltilmesi sonucu koruyucu etkinliginin degismesi, ambalajdan ambalaja aktarim kullanim

sirasindaki kontaminasyonun en onemli sebepleridir [9, 27]. Giacomel ve ark. (2013), yaptiklar
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arastirmada makyaj {iriinlerinin tiiketicilerin %97,9’u tarafindan son kullanma tarihleri gegmis olsa bile
kullanilmaya devam edildigini saptamiglardir. Son kullanma tarihi ge¢mesine ragmen en c¢ok
kullanilmaya devam edilen iiriin maskara olarak bildirilmistir. Maskaralarda kontamint olarak ilk sirada
S. aureus (%79) tanimlanirken, P. aeruginosa (%13) ikinci sirada yer almistir [17].

Skowron ve ark. (2017), son kullanma tarihi gegmemis ve sadece bir kisi tarafindan kullanilmus,
son kullanma tarihi gegmemis ve birden fazla kisi tarafindan kullanilmis, son kullanma tarihi gegtikten
sonra kullanilmis olmak iizere ii¢ farkli kozmetik iiriin grubunu mikrobiyolojik kontaminasyon
acisindan incelemislerdir. Birden fazla kisi tarafindan kullanilan kozmetik tiriinlerin kontaminasyon
oraninin, yalnizca bir kisi tarafindan kullanilanlardan daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte en fazla kontaminasyonun son kullanma tarihi gegtikten sonra kullanilan iriinlerde oldugunu
belirtmislerdir. Kozmetik tirtinlerde kontaminasyona neden olan mikroorganizmalar, Staphylococcus
sp., P. aeruginosa, Aspergillus sp. ve Penicillium sp. olarak tanimlanmistir [28].

Su icerigi fazla olan kozmetik iirtinlerin kullanim sirasinda kontaminasyona ugramasi durumunda
mikrobiyal iiremeye daha elverisli olduklari bildirilmektedir [18, 29, 30]. Yapilan ¢alismalar kozmetik
rtinlerde siklikla kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin P. aeroginosa, S. aureus,
Enterobacter sp., E. coli, K. pneumonia, S. epidermidis, C. albicans, Aspergillus sp. oldugunu
gostermektedir. Kontaminasyona neden olan bazi mikroorganizmalar, hidrolitik enzimleri sayesinde
iriinde bulunan bazi maddeleri metabolize ederler. Bunun sonucunda firiiniin yapisinda cesitli
degisiklikler goriilebilir. Bunlar koku veya gaz olusumu, viskozite ve renk degisiklikleri, tat
degisiklikleri, bulaniklik, ¢okelti, zar olusumu seklinde ortaya ¢ikabilir [8, 18, 20, 21, 31]. Saglam deri
ve mitkoz membranlar mikroorganizmalar i¢in bariyer gorevi goriirler. Cesitli nedenlerle bu yapilarin
zarar gormesi ve biitiinligiiniin bozulmasi mikroorganizmalarin viicuda girisini saglar. Kozmetik
iiriinlerde kontaminant olarak saptanan pekcok mikroorganizma tiiriiniin patojen oldugu ve ciddi
enfeksiyonlara neden olabilecegi bilinmektedir [18, 29, 32]. Kozmetiklerde kontaminasyona en sik
neden olan mikroorganizmalardan olan P. aeruginosa toprak ve su basta olmak iizere dogada yaygin
olarak bulunur. Ozellikle bagisik yetmezligi olan kisilerde solunum yolu, idrar yolu, yara, yanik
enfeksiyonlari, menenjit ve septisemi gibi ciddi enfeksiyonlara neden olabilmesi agisindan 6nemli bir
firsat¢1 patojendir. Antimikrobiyallere karsi kolaylikla direng kazanabilmesi nedeniyle tedavisinde
sorun yasanan hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda siralanmaktadir [32, 33]. Reid ve Wood (1979),
P. aeruginosa ile kontamine olmus maskara kullanimi sonucu 47 yasindaki bir kadinda kornea tilseri
gelistigini bildirmislerdir [34]. Bir baska ¢alismada maskara kullanimi sirasinda korneada cizikler
olusabildigi ve bu cizikler sebebi ile geng¢ bir kizda P. aeruginosa’nin etken oldugu kornea iilseri
gorildigi belirtilmistir [35]. Birgok Staphylococcus tiirii insanlarin cilt ve mukozalarinda normal flora
iiyesi olarak bulunur. Toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlardan siklikla izole edilen S. aureus,

folikdilit, impetigo gibi deri enfeksiyonlarindan toksik sok sendromu, pnémoni, osteomyelit, endokardit,
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menenjit ve sepsis gibi mortalite oran1 yiiksek, ciddi enfeksiyonlara yol agabilen firsat¢i bir patojendir
[36]. Koagiilaz negatif stafilokoklar arasinda gruplandirilan S. epidermidis, insan viicudunun dis ortamla
temas eden yiizeylerinde 6zellikle koltuk alt1, bas ve burun deliklerinde bulunur. Gegmis yillarda klinik
orneklerden izole edildiginde kontaminasyon olarak degerlendirilen bu bakteri, gliniimiizde 6zellikle
immiin sistemi baskilanmis hastalarda, hastane infeksiyonlarina en sik neden etkenlerden biri olarak
kabul edilmektedir. Bu bakteriler gesitli yiizeyler iizerinde biyofilm olusturarak antimikrobiyallere
direng gosterirler. Kalp kapak endokarditleri, intravaskiiler kateter enfeksiyonlari, serebrospinal sant
enfeksiyonlari, vaskiiler greft enfeksiyonlari, prostetik eklem enfeksiyonlar1 ve periton diyaliz
kateterleri iliskili peritonitler neden olduklar1 enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir [37]. S. aureus ve
S. epidermidis tiirleri maskara, géz kalemi ve yiiz pudralarinda kontaminasyona neden olmaktadir.
Kozmetik tirtinlerin S. aureus ile kontaminasyonu, konjonktivit ve impetigo gibi hastaliklara neden
olabilmektedir [9, 18, 28]. Bebek iiriinlerinin S. aureus ile kontaminasyonu, bu tiiriin tirettigi eksfoliyatif
toksinler nedeniyle stafilokoksik haslanmis deri sendromu olusumuna neden olabilmektedir [28].
Kozmetiklerde siklikla kontaminasyona neden oldugu bildirilen bir diger bakteri grubu
Enterobacter’lerdir. Enterobacter tiirleri dogada su ve toprakta, insan ve hayvan diskilarinda dogal
olarak bulunan firsat¢1 patojenlerdendir. Kozmetik kalite kontrol laboratuvarlari tarafindan yapilan
analizlerde Enterobacter gergoviae yeni iiretilmis kozmetiklerden veya bozulmus iiriinlerden izole
edilerek, tammmlanmustir. E. gergoviae kozmetiklerde koruyucu olarak kullanilan parabenlere dogal
direngli olup, kontaminasyonlariyla iliskili kozmetiklerde kontaminasyon kaynaklari genellikle
minegicegi, lavanta, melek otu, portakal ve 6lmez otu gibi bitki 6zleri olarak bildirilmistir. Piyasadan
toplatilan iriinler iizerine yapilan bir ¢alismada E. gergoviae, kozmetik iirinlerin geri ¢ekilmesiyle ilgili
olarak en yiikksek prevalansa sahip Gram-negatif bakterilerden biri olarak yer almustir [38].
Enterobacteriaceae familyasi i¢inde yer alan E. coli ve K. pneumoniae tiirleri dogada yaygin olarak
bulunurlar. insanlarda normal bagirsak florasi iiyesi olan E. coli’nin yiyecek ve sularda saptanmasi fekal
bulasin gostergesi olarak kabul edilmektedir. E. coli tipleri insanlarda idrar yolu enfeksiyonu, ishal,
peritonit, mastit, pndmoni, septisemi gibi ¢ok c¢esitli enfeksiyonlara neden olabilmektedir. K.
pneumoniae insanlarda iist solunum yolu ve digki florasinda yer alan firsatg1 bir patojendir. Hem toplum
kaynakli enfeksiyonlardan hem de tedavisinde sorun yasanan hastane enfeksiyonlarindan etken olarak
izole edilmesi nedeniyle 6nemlidir. Neden oldugu baslica enfeksiyonlar tiriner sistem enfeksiyonu,
pnomoni, yumusak doku enfeksiyonlari, menenjit, endoftalmi, piyojenik karaciger apsesi, bakteriyemi
olarak siralanabilir. Kozmetik iiriinlerde E. coli ve diger Enterobacteriaceae iiyelerinin bulunmamasi
gerekmektedir. [31, 39, 40]. El kremleri ve losyonlardan siklikla izole edilen mantarlar olan C. albicans
ve A. brasiliensis tiirlerinin, deri ve mukoz membranlarin yani sira sag¢ ve tirnaklarda da enfeksiyonlara

neden olduklari bildirilmistir [28].
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SONUC VE TARTISMA

Kozmetik iirinler formiilasyonlarinda yer alan karbonhidratlar, aminoasitler, mineraller, yag
asitleri, alkoller, steroidler, peptidler, vitaminler, bitkisel hammaddeler, iireme faktorleri ve su nedeniyle
mikroorganizmalarin iiremesi i¢in uygun ortamlar olusturmaktadirlar. Steril olmayan farmasétik iiriinler
grubunda yer alan kozmetiklerin; tiiketicilere etkili, glivenli ve kaliteli bir sekilde ulastirilmasi
gerekmektedir. Bu durum iilkemizde TITCK tarafindan yayimlanan mevzuatla giivence altina
almmustir,

Kozmetik {irtinlerin mikroorganizmalarla kontaminasyonu, hem tiiketici sagligi acisindan risk
olusturmasi hem de ekonomik kayba neden olmasi agisindan 6nemlidir. Mikrobiyolojik kontaminasyon
iretim, doldurma, depolama asamalarinda veya tiiketici tarafindan kullanim sirasinda meydana
gelebilmektedir. Yapilan ¢alismalar kozmetik tiriinlerin gogunlukla tiiketici tarafindan kullanim
sirasinda kontaminasyona maruz kaldigini gostermektedir. Uriinlerin etiketinde belirtilen son kullanma
tarihi gegtikten sonra kullanilmasi, birden fazla kisi tarafindan kullanilmasi, tiikiirtikle 1slatilmasi, i¢ine
parmak ya da kontamine cisim sokulmasi, hava ile temas halinde olmasi kullanim sirasinda meydana
gelen kontaminasyonun en onemli nedenleri olarak gosterilmektedir. Kozmetik trtinlerde siklikla
kontaminasyona neden olan mikroorganizmalar P. aeroginosa, S. aureus, Enterobacter sp., E. coli, K.
pneumonia, S. epidermidis, C. albicans, Aspergillus sp. olarak bildirilmektedir.

Kozmetik iiriinlerde mikrobiyolojik kontaminasyonun oniine gegebilmek i¢in hammaddeden
baslayarak gerekli mikrobiyolojik kontroller yapilmali, {iretim hijyenik kosullar altinda GMP kurallarina
uygun olarak gergeklestirilmelidir. Kontaminasyon riski bulunan tirtinlere, tiriinii beklenen raf 6mrii arti
kullanim siiresine esdeger olacak sekilde koruyabilecek, etki spektrumu genis, tiiketici iizerine alerjik,
toksik ve tahrig edici etkileri bulunmayan, mevzuata uygun olarak se¢ilen koruyucu maddeler ilave
edilmelidir. Uretim sonrasinda iiriiniin stabilite testleri ile raf dmrii ve agildiktan sonraki kullanim siiresi
belirlenmeli, iiriiniin mikrobiyolojik duyarlilik sinifina gére mikrobiyolojik kalite testleri ve koruyucu

etkinlik testleri yapilarak, mevzuatta belirtilen kriterlere uygunlugu kanitlanmalidir.
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CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar bu makale i¢in gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar catigmasi olmadigimi beyan

ederler.
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Yayim Kosullar:

1.

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 once hi¢ bir yerde yaymlanmamis, Tiirkge veya yabanct
dilde (Ingilizce, Fransizca, Ispanyolca ve Almanca) olarak hazirlannms makaleler kabul edilir.
Deneylerde, insan icin “the Declaration of Helsinki” ve hayvan i¢in “European Community
Guidlines™’a bagh kalinmalidir.

Yayin Komisyonuna gelen makaleler en az 2 danismana gonderilir.
Makaleler yayia kabul edilis sirasina gore yayinlanir.

Danismanlar tarafindan onerilen diizeltmelerin yapilmasi ic¢in yazar/ yazarlara geri gonderilen
makaleler, diizeltilip yayinlanmak tizere 3 ay iginde tekrar yaym kuruluna gonderilmezse, yeni
bagvuru olarak iglem goriir. Makale yayimlandan dnce yazarlarin yayimciya makalenin “Copyright
Transfer Form’unu doldurarak telif hakkin1 gondermesi gerekmektedir.

Yayimlarda intihal olup olmadig1 kontrol edilmelidir.
Dergimize asagidaki makale tiirleri kabul edilir:

a) Arastirma makalesi: Tirkge veya ingilizce hazirlanmis, sekiller ve tablolar dahil tamami en
cok 20 A4 kagidi sayfasi olan, orjinal arastirmalarin bulgu ve sonuglarimi 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
Ozetleyerek ortaya koyan ve sonuglarini yorumlayarak degerlendiren makalelerdir.

c¢) Onbilgiler: Devam etmekte olan bir calismanin bulgularini zaman kaybetmeden duyurmak
icin Tiirkce veya ingilizce yazilan en ¢ok 5 A4 kagidi sayfasi olan makalelerdir.



Yazim Kurallan

=

~w

®©

10.

11.

Metinler, A4 normunda (21 x 29,7 cm) yazilmis olmalidir.

Metinler A4 normundaki sayfanin sag ve sol tarafindan 2,5 cm., iist ve alt kenarlarindan 3 cm.
bosluk birakilarak (ilk sayfada yukaridan 5 satir aralig1) 1,5 satir aralikla yazilmalidir. Yayim
kabul edilen makaleler dogrudan “Microsoft Word” dosyas1 halinde online olarak sisteme
yiiklenecektir (online submission). Ana metin yazi karakteri “Times New Roman” ve 11 punto
olmalidir.

Sayfa numaralar1 makalede belirtilmemelidir.

Paragraf baglar1 1 cm iceriden baslamalidir. Paragraflar arasi ilave bosluk birakilmamalidir.
Baslik sayfasinda yayin adi, yazar/yazarlarin adlar1 ve yazisma yapilacak yazarin acik adresi,
telefon ve faks numaralari, varsa e-mail adresi belirtilmeli ve ortali yazilmalidir. Sorumlu
yazarin soyadinin iistiine (*) isareti konularak belirtilmelidir. Bu kisinin Ad1 Soyadi, agik adresi,
faks numarasi, telefon numarasi ve e-mail adresi baslik sayfasinin en altinda belirtilmelidir.
Yazar Adi (ilk harfi biiyiik digerleri kii¢iik harf) ve SOYADI (tamamu biiyiik harf) koyu
olarak basligin altina ii¢ satir aralik verildikten sonra altina unvan belirtmeden yazilmalidir.
Birden ¢ok yazar varsa virgiille ayrilip bir bosluk birakilarak yazilmalidir. Yazarlarin soyadlar
iizerine konulacak rakamlarla hemen isimlerin altindaki satira kurum adlar1 ve posta adresleri
(Ornegin: Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Kimya Anabilim Dali, 06100,
Ankara, Tirkiye) acikca yazilmalidir.

e Tiim yazarlar icin ORCID numarasi mutlaka beyan edilmelidir. Yazarlarin ORCID
ID’leri ilgili logoya koprii olusturularak URL linklerinin  eklenmesiyle
gerceklestirilmelidir.

Uluslararasi kisaltmalar kullanilabilir. Metin iginde mililitre i¢in ml; dakika i¢in dak. olarak
belirtilen sekliyle yazilmalidir.

Birimler metrik sistemi kullanilarak ifade edilmelidir.

Biitiin tablo ve sekiller metin i¢indeki yerlerine yazim alanindan tagmadan yerlestirilmis
olmalidur.

Tablolar istlerine, sekiller (formiil, grafik, sema, spektrum, kromatogram, fotograf vb.) de
altlarina arabik rakamlarla (Sekil 1., Tablo 2.,) numaralandirilmali ve metin iginde yer
verilmelidir. “Tablo”, “Sekil” sozciikleri ile bunlara ait numaralar koyu yazilmali ve 11 punto
olmalidir. Sekil/Resim (JPG formatinda) makale iginde yerlesmis ve resimler yiiksek
¢Oziiniirlilkte olmalidir. En yiiksek baski kalitesini saglamak icin sekilleriniz miimkiin olan en
yiiksek ¢oziiniirliikte (300 dpi veya daha yiiksek) JPEG formatinda gonderilmelidir. Uzerinde
oynanmis (parlaklik, kontrast, gama ayar1 vb.) sekillerde sekil alt1 metninde yapilan ayarlar
belirtilmelidir. Yazarlar, 6nceki makalelerinden alintilanmig olsalar bile, diger kaynaklardan
herhangi bir goriintiiyii ¢ogaltmak icin ilgili yayincilardan yazili izin almalidir.

Tablo basliklar1 Tablolarin Gstiine ve iki yana yasli ve bunlarin genisligini asmayacak sekilde
11 punto yazilmalidir. Tabloya ait agiklama varsa tablonun altina bosluk birakmadan 9 punto
ile yazilmalidir. Tablo icindeki metin 8-11 punto arasinda yazilabilir. Sekil basliklar1 ise
Sekillerin altina birer satir aralikla ortali ve 11 punto yazilmalidir. Tablo ve Sekiller metin i¢ine
yerlestirilirken metin ile aralarinda net ayirimi saglayacak kadar bosluk birakilmalidir.

Ornek tablolar i¢in bakimz.
e Tiim satir ve siitun ¢izgileri yer almali.
e Tablo tasarinm tiim makalede tek tip ve diiz olmali, herhangi bir
renklendirme/g6lgelendirme kullanilmamalidir.
e Tablo iginde yer alan bagliklar bold/koyu renkte yazilmalidir.



Tablo 1. Tiirlere ait morfolojik 6zellikler

Bitki kisim* C. nummularia C. integerrimus

Yaprak Genisge eliptik-orbikular, | Orbikulardan ovata kadar farkli
0.9-2.5-(4) x 0.5-2.5-(3-5) cm | sekillerde, 1.2-(4-5) x 0.9-3 cm

Tohum 354 x 1-2 mm, koyu | 3-4x1.5-2 mm, agik kahverengi
kahverengi

*Aciklama: 9 punto, 1 aralik olmali. A¢iklama ile tablo bitiminde bosluk birakilmamalidir.

Tablo 2. Hastalarin dzellikleri

Demografik bilgiler A grubu* B grubu C grubu
Erkek cinsiyet 10 (%30) 20 (%60) 10 (% 30)
Sigara kullanimi 20 (%60) 10 (%30) 20 (%60)

*Aciklama: 9 punto yazilmalidir.

Ornek sekil;

Sekil 1. C. nummularia’nin genel goriiniisii

12. Makalelerin boliimleri BASLIK (Tiirkce ve Ingilizce), OZ, ABSTRACT, GIiRIS, GEREC
VE YONTEM, SONUC VE TARTISMA, TESEKKUR (varsa eklenmeli), YAZAR
KATKILARI, CIKAR CATISMASI, ETIK KURUL ONAYI (varsa eklenmeli) ve
KAYNAKLAR sirasina uygun olarak hazirlanmalidir. Bu boliimler birbirlerinden 2 satir aralik
ile ayrilmalidir. Bu béliimleri ifade eden basliklar (Makalenin ilk baglig1 hari¢) 12 punto ile
koyu olarak biiyiik harflerle ve sayfanin solundan baslanarak yazilmalidir. Ana
basliklardan 6nce ve sonra sirasiyla 18 nk ve 6 nk aralik olmalidir. Boliim bagliklari ile metin
arasinda belirtilenin disinda ayrica aralik_birakilmamahdir.

e BASLIK: Tiirkge ve Ingilizce olarak biiyiik harf ve ilk bashk (Tiirkce makalelerde Tiirkce
bashk, Ingilizce makalelerde ingilizce baslik ilk basliktir) 14 punto, koyu ve ikinci baslik 12
punto, italik olarak yazilmalidir. Baslik metine uygun, kisa, ¢aligmay1 tanitici ve agik ifadeli
olmalidur.

e OZ ve ABSTRACT: Tiirk¢e (OZ) ve ingilizce (ABSTRACT) olarak makalelerin baginda
200’er kelimeyi gegmeyecek sekilde 10 punto ile italik olarak ve ¢erceve icinde yazilmalidir.
Yabanci dilde yazilmis makalelerde 6nce ABSTRACT daha sonra mutlaka Tiirkge olarak OZ
bulunmahdir. OZ ve ABSTRACT basliklar1 12 punto ve koyu yazilip kendi i¢lerinde alt
basliklar halinde makalenin 6zeti sunulmalidir. Her bir alt baslik 10 punto, koyu, normal ve 1



cm icerden baslayarak yazilmalidir. OZ ve ABSTRACT 16 cm genisligindeki kutucukta yer
almalidir.

Ozgiin makalelerde;

0z icin kullanilacak alt bagliklar:
Amac: Metin italik yazilmalidir.
Gerec¢ ve Yontem: Metin italik yazilmalidr.
Sonug ve Tartisma: Metin italik yazilmalidr.
Anahtar Kelimeler: Metin italik yazilmalidir, alfabetik siralama gozetilmelidir

ABSTRACT igin kullanilacak alt bagliklar:
Objective: Metin italik yazilmalidir.
Material and Method: Metin italik yazilmaldur.
Result and Discussion: Metin italik yazilmalidir.
Keywords: Metin italik yazilmalidwr, alfabetik siralama gozetilmelidir

Derleme makalelerde;

OZ igin kullanilacak alt bagsliklar:
Amac: Metin italik yazilmalidir.
Sonug ve Tartisma: Metin italik yazilmalidr.
Anahtar Kelimeler: Metin italik yazilmalidwr, alfabetik siralama gozetilmelidir

ABSTRACT i¢in kullanilacak alt bagliklar:
Objective: Metin italik yazilmalidir.
Result and Discussion: Metin italik yazilmalidir.
Keywords: Metin italik yazilmaldwr, alfabetik siralama gozetilmelidir

¢ Anahtar Kelimeler (Keywords): En fazla 5 sozciikten olusmaly, ilgili dilde alfabetik,
italik olarak, yalnizca ilk anahtar sdzciigiin ilk harfi biiylik olacak sekilde (biiyiik harf
kullanilarak yapilan kisaltmalar hari¢) aralara virgiil konularak yazilmali son anahtar
sOzclikten sonra ise bir imla isareti Kullamlmamahidir.

METIN: Orijinal tiirkce makalede metin kism: GIRIS, GEREC VE YONTEM, SONUC VE
TARTISMA olmak iizere 3 ana bagliktan olusmalidir. Bu ana basliklarin tamami 12 punto,
bityiik harflerle ve koyu olacak sekilde yazilmalidir. Derleme makalelerde ise GIRIS ile
SONUC VE TARTISMA ana bashklar1 olmali, diger bagliklar yazarin belirleyecegi sekilde
her kelimenin ilk harfi biiyiik digerleri kiigiik ve koyu olacak sekilde yazilmalidir. Alt bagliklar
11 punto, 1,5 satir aralik, bold/koyu yazilmali ve sola dayali olmalidir Alt basliklarda
numaralandirma sistemi kullamlmamahdir.

GIRIS: Arastirmanin amaci ve konuyla ilgili caligmalarm yer aldig1 boliim olmalidir.

GEREC VE YONTEM: Kullanilan gereg belirtilerek, uygulanan yontem hakkinda gerekli
bilgiler agik¢a ifade edilmelidir. Bilesiklerin karakterizasyonu ayr1 bir paragraf ile
gosterilmeli ve yeni bilesiklerin safliklari ve yapi aydinlatilmalari saglanmalidir. Eger
caligmada hayvan ya da insan 6rnekleri/goniilliiler kullaniliyorsa, arastiricilar tiim islemlerin
ilgili kanun ve kurumsal kilavuzlara uygun sekilde gergeklestirildigine ve uygun idari kurul
tarafindan bu islemlerin onaylandigina ve Etik Kurul onayi alindigina dair ifadenin ¢aligma
icinde yer almasini saglamalidirlar. Etik Kurul onayinin zorunlu oldugu ¢alismalarda, etik kurul
onay1 alinan kurumun adi ve etik kurul onay numarasi, gere¢ ve yontem kisminda belirtilmelidir.
Ayrica, kullanilan protokol ve prosediirlerin etik olarak gozden gegirildigi ve onaylandigi,
makalenin gere¢ ve yontem boliimiine eklenmelidir. Detayli bilgi igin liitfen
http://journal.pharmacy.ankara.edu.tr/en/ethical-principles-and-publication-policy/ web
sayfasini ziyaret ediniz.



about:blank

SONUC VE TARTISMA: Bulgularin verilerek degerlendirildigi bolimdiir.
e Metinde sonuglar (conclusions) baslig1 yer almamahdir.

TESEKKUR: Varsa arastirmay1 destekleyen kurulusa ve katkisi olan kisilere Yazarlarin
Katkisindan 6nce yer alan bu boliimde kisaca tesekkiir edilebilir.

YAZAR KATKILARI: Makalede yer alan yazarlarin katkis1 yazarlar tarafindan imzalanan
Telif Hakki Devir Sozlesmesi (Copyright Transfer Agreement) uyarinca, ¢ikar catigmast
bildiriminden hemen 6nce, makalede yer alan isim siras1 gozetilerek yazilmalidir. Liitfen bu
bildirim i¢in agik ad ve soyad yerine asagidaki 6rnekte oldugu gibi yazarlarin bas harflerini
kullanmiz.

Ornek:
YAZAR KATKILARI

Kavram: Y., MM.H., C.H.,, K.B.; Tasarim: 1.Y., C.H., 1.0O.G., O.U.; Denetim: C.H.,
1.0.G.,, M.\M.H., K.B.; Kaynaklar: 0.U., ZK., K.B., MM.H., AK., IA., GAG., B.G., BK;
Malzemeler: 1.0.G., B.E., G.A.G., BK., D.C.P.; Veri Toplama ve/veya Isleme: 4.K., O.U.,
MK, AS., D.C.P., T.C.S.T.; Analiz ve/veya Yorumlama: O.U., B.G., T.C.S.T., E.K.S.; Literatiir
Taramasi: B.K., D.C.P, B.G., B.E.; Makalenin Yazilmas1: 4.K., [ A., T.C.S.T.; Kritik Inceleme:
LY., B.G,O0.U, [A.;Diger: 1Y, AK.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Cikar catismasi varsa ne sekilde oldugu agikca beyan edilmelidir. Eger yok ise
“Yazarlar bu makale i¢in gercek, potansiyel veya algilanan ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan
ederler.” ifadesini kullanmalidirlar.

ETiK KURUL ONAYI

Calismanin sonunda kaynaklardan 6nce etik kurul onay1 alinmigsa hangi kurumdan ve
ne zaman alindig1 onay numarasi ile mutlaka belirtilmelidir. Etik kurul onayina gerek olmayan
calismalarda asagidaki climle yazilmalidir.

“Yazarlar bu galigma i¢in etik kurul onayinin zorunlu olmadigini beyan etmektedir.”

KAYNAKLAR: Kaynak yazim stili Amerikan Psikoloji Dernegi’ne (APA) goredir. Yazi
karakteri “Times New Roman” ve 11 punto, “1” aralik, iki yana yasli. Metinde, ge¢is sirasina
gore koseli parantez iginde, drnegin: [1,2,...] gibi numaralandirilmali ve metin sonunda bu
numaralara gore siralanmalidir. Alt bagliklarin yanina kaynak belirtilmemelidir. Tablo i¢inde
kaynak bildirilmesi gerekiyorsa metin i¢inde verildigi gibi belirtilmelidir. Kaynaklar asagidaki
orneklere uygun olarak aralarinda 1 satir bosluk birakilarak yazilmahdir.

e Makale icin: Yazarin soyadi, adinin bas harfleri (Birden fazla adi olan yazarin her bir
isminin bas harfinden sonra nokta konmali ve arada bosluk birakilmamalidir. Birden fazla
yazarlarin arasinda virgiil yer almalidir. Son yazar ile bir onceki yazar arasinda “ve”
kelimesi veya “&” sembolii kullamlmamalidir.), makalenin tam bashgi derginin adi
(italik), cilt no (italik), varsa say1 no (parantez i¢inde), baslangic ve bitis sayfa numarasi, y1l
yazar isimlerinden sonra (parantez ig¢inde) yazilmalidir. Birden fazla yazar varsa hepsi
yazilmahdir. Makalenin adi yazilirken ilk kelimenin ilk harfi biiylik diger kelimelerin ilk
harfi kiigiik yazilmalhidir. Kaynaklarda verilen dergi adlar1 kisaltma yapilmadan agik
olarak yazilmahdir.




Her bir referansin sonuna [CrossRef] ekleyerek asagidaki formatta DOI numarasim
koprii olarak giriniz.
https://doi.org/10.1016/0006-2952(89)90403-6

Ornekler:

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(11), 1709 — 1715. [CrossRef]

Macedo, T., Ribeiro, V., Oliveira, A.P., Pereira, D.M., Fernandes, F., Gomes, N.G.M.,
Andrade, P.B. (2020). Anti-inflammatory properties of Xylopia aethiopica leaves:
Interference with pro-inflammatory cytokines in THP-1-derived macrophages and flavonoid
profiling. Journal of Ethnopharmacology, 248, 112312. [CrossRef]

o Elektronik Makale icin:

Ornek:

Perneger, T.V., Giner, F. (1998). Randomized trial of heroin maintenance programme for
adults who fail in convential drug treatments. British Medical Journal, 317, from
http://www.bmj.com/cgi/content/full/317/7150/ Erisim tarihi: 14.03.2021

e Web sitesi icin:

Ornek:

Clinical Pharmacology Web site. (2001). From http://cpip.gsm.com/ Erisim tarihi:
14.03.2021.

e Kitap icin: Yazarin soyadi, adinin bas harfleri, kitabin adi, cilt no (varsa), kitabevi,
yayinlandigi sehir, sayfa no, basildigi y1l (parantez i¢inde) yazilmalidir.

Ornek:
Franke, R. (1984). Theoretical Drug Design Methods, Elsevier, Amsterdam, p.130.

o Kitap béliimii icin: Yazarin soyadi, adinin bag harfleri, boliimiin basligi, editdr/editdrlerin
soyadi, admin bag harfleri, (Ed./Eds.) ibaresi, kitabin adi, varsa cilt no, kitabevi,
yayinlandigi sehir, sayfa no, basildig1 yil (parantez i¢inde) yazilmalidir.

Ornek:
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.

e Tezicin: Yazarin soyadi, adinin bag harfleri, y1l yazar isimlerinden sonra (parantez i¢inde)
yazilip nokta isareti konmalidir. Ne tiir tez oldugu belirtildikten sonra tezin basligi, nerde
yapildig1 yazilmalidir.

Ornek:

Ahmed, J. (2008). PhD Thesis. Pharmaceutical Botany investigations on Prangos Lindl.
(Umbelliferae) growing in Konya province. Department of Pharmaceutical Botany, Faculty
of Pharmacy, Ankara University, Ankara, Turkey.
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Guide for Authors

1.

The Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University (J. Fac. Pharm. Ankara) is published
three times (January-May-September) a year.

The Journal of Faculty of Pharmacy of Ankara University publishes articles in every field of
Pharmaceutical Sciences. The manuscript to the journal should not be published previously as a
whole or in part and not be submitted elsewhere. Manuscript should be written in Turkish or in a
foreign language (English, French, Spanish or German). The experiments used have to be adhered
to the Declaration of Helsinki for humans and European Community Guidlines for animals.

All manuscripts will be submitted to a review process by the editors and by qualified at least 2
outside reviewers.

Manuscripts are published in order of final acceptance after review and revision.

If a manuscript returned to the authors for revision is not received back to the editor within 3 months
it will be treated as a new article. When the article is published, the by authors are considered to
transfer all rights of the manuscript to the Publisher.

Manuscript will be controlled using plagiarism checker.
Manuscripts with the following charactheristics are accepted:

a) Research article: Articles written in English or Turkish in scientific format presenting original
research. Articles should be printed on A4 size papers not exceeding 20 pages (including tables
and figures).

b) Review: An updated comprehensive review of scientific works on a particular subject.
Acrticles written in English or Turkish should be printed on A4 size papers not exceeding 25
pages (including tables and figures).

¢) Rapid communication: Rapid announcement of the results of a continuing research written
in English or Turkish, no longer than 5, A4 size pages.



Preparation of Manuscript
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10.

11.

Texts must be written in A4 norm (21 x 29.7 cm).
Texts should be written with 1.5 line spacing, with 2.5 cm margins on the left and right sides
of the A4 norm page, 3 cm margins each from the top and bottom edges (5 line spacing from
the top on the first page). Articles accepted for publication will be directly uploaded to the
system as a "Microsoft Word" file (online submission). The main text font should be "Times
New Roman' and 11 pt.
Page numbers should not be specified in the article.
Paragraph headings must begin 1 cm inside. Additional spaces should not be left between
paragraphs.
On the title page, the name of the publication, the names of the author / authors, the full address
of the correspondent author, telephone and fax numbers, e-mail address, if available, should be
written and centered. It should be indicated by placing (*) above the surname of the
corresponding author. Name, surname, full address, fax number, telephone number and e-mail
address of this person should be specified at the bottom of the title page.
Author's Name (first letter capital, others lowercase) and SURNAME (all capital letters)
should be written in bold, three lines spaced under the title, and without a title underneath. If
there is more than one author, they should be written by separating them with a comma and
leaving a space. The numbers to be placed on the surnames of the authors and the institution
names and postal addresses (For example: Ankara University Faculty of Pharmacy, Department
of Pharmaceutical Chemistry, 06100, Ankara, Turkey) should be clearly written on the line just
below the names.
e ORCID ID number must be declared for all authors. ORCID IDs of the authors should
be created by creating a hyperlink to the relevant logo and adding URL links.
International abbreviations may be used. ml for milliliter in the text; min. for minutes It should
be written as specified.
Units should be expressed using the metric system.
All tables and figures should be placed in their places in the text without exceeding the writing
area.
Tables should be numbered on the top, figures (formula, graph, chart, spectrum, chromatogram,
photograph, etc.) and Arabic numbers (Figure 1., Table 2.) below them and should be included
in the text. The words "Table", "Figure" and their numbers should be written in bold and in 11
pt. Figure / Picture (in JPG format) must be placed in the article and pictures must be in high
resolution (300 dpi or higher). Authors must obtain written permission to reproduce any images
from other sources.
Table titles should be written in 11 font size justified on the top of the tables and not exceeding
their width. If there is an explanation for the table, it should be written in 9 font size without
leaving any space at the bottom of the table. The text in the table can be written between 8-11
points. Figure titles should be written at the bottom of the figures with a line spacing, centered
and 11 pt. While placing tables and figures in the text, enough space should be left to provide
clear separation from the text.

See for below examples for tables:
¢ All row and column lines should be included.
e Table design should be uniform and straight throughout the article, no coloring /
shading should be used.
e Headings in the table should be written in bold.



Table 1. Morphological characteristics of the species

Plant part* C. nummularia C. integerrimus

Leaf Broadly elliptical-orbicular, | From orbicular to ovate,
0.9-2.5-(4) x 0.5-2.5-(3-5) | 1.2-(4-5) x 0.9-3 cm,
cm

Seed 3.5-4 x 1-2 mm, dark brown | 3-4 x 1.5-2 mm, light brown

* Explanation should be 9 font size, 1 range. There should not be any space between end of the table and
the explanation.

Table 2. Patient demographics

Demographics Group A* Group B Group C
Male gender 10 (%30) 20 (%60) 10 (% 30)
Cigarette consumption | 20 (%60) 10 (%30) 20 (%60)

* Explanation should be 9 font size, 1 range. There should not be any space between the end of the table and the
explanation.

Example for figure:

Figure 1. General view of C. nummularia

12. The sections of the articles should be prepared in accordance with the TITLE (Turkish and

English), ABSTRACT, INTRODUCTION, MATERIAL AND METHOD, RESULT AND
DISCUSSION, ACKNOWLEDGEMENTS (if available), AUTHOR CONTRIBUTIONS,
CONFLICT OF INTEREST, ETHICS COMMITTEE APPROVAL (if available) and
REFERENCES. These sections should be separated from each other by 2 line spacing. Titles
expressing these sections (except the first title of the article) should be written in 12 pt, bold
capital letters and starting from the left of the page. There should be 18 nk and 6 nk intervals,
respectively, before and after the main headings. Between the chapter titles and the text, a
separate space should not be left other than the specified one.

TITLE: Capital letters and first title in Turkish and English (Turkish title is the first title in
Turkish articles, English title is the first title in English articles), 14 pt, bold and the second
title should be written in 12 pt, italic. The title should be appropriate to the text, short,
introducing the work and clearly worded.

ABSTRACT and OZ: It should be written in English (ABSTRACT) and Turkish (OZ) at
the beginning of the articles, not exceeding 200 words, 10 pt, italic and within a frame. In
articles written in a foreign language, first ABSTRACT and then OZ in Turkish. ABSTRACT
and OZ titles should be written in 12 pt. And bold and the summary of the article should be
presented as subheadings. Each subtitle should be written in 10 pt, bold, normal and 1 cm
indented. ABSTRACT and OZ should be placed in the box of 16 cm width.



For original articles;

Subheadings to be used for ABSTRACT:
Objective: Text should be written in italic.
Material and Method: Text should be written in italic.
Result and Discussion: Text should be written in italic.
Keywords:

Subheadings to be used for OZ:
Amag: Text should be written in italic.
Gerec ve Yontem: Text should be written in italic.
Sonug¢ ve Tartisma: Text should be written in italic.
Anahtar Kelimeler: Text should be written in italic.

For review articles;

Subheadings to be used for ABSTRACT:
Objective: Text should be written in italic.
Result and Discussion: Text should be written in italic.
Keywords:

Subheadings to be used for OZ:
Amag: Text should be written in italic.
Sonug ve Tartisma: Text should be written in italic.
Anahtar Kelimeler:

o Keywords (Anahtar Kelimeler): It should consist of a maximum of 5 words,
should be written alphabetically, italic in the relevant language, with only the first
letter of the first keyword capitalized (except for abbreviations using capital
letters) with commas between them and a spelling mark should not be used after
the last keyword.

TEXT: The text part of the original Turkish article should consist of 3 main headings:
INTRODUCTION, MATERIAL AND METHOD, RESULT AND DISCUSSION. All of
these main headings should be written in 12 pt, capital letters and bold. In review articles,
there should be the main headings of INTRODUCTION and CONCLUSION AND
DISCUSSION, other titles should be written with the first letter of each word capital, the others
in lowercase and bold, as determined by the author. Subheadings should be written in 11 font
size, 1.5 line spacing, bold and aligned to the left. Numbering system should not be used in
subheadings.

INTRODUCTION: There should be a section containing the purpose of the research and
studies on the subject.

MATERIAL AND METHOD: Required information about the method should be clearly
stated by indicating the material used. Characterization of compounds should be shown in a
separate paragraph and clarification of the purity and structure of the new compounds should
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