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1. OZET

Nikotin, tiitiin tirlinlerinde en yliksek miktarda bulunan ve farmakolojik olarak
en gliclii bir alkaloiddir. Nikotin metabolizmasi ¢ok genis kapsamda ¢alisiimis olmasina
ragmen nikotin metabolitleri ve ara {iriinlerinin in vitro metabolizmasi hakkinda ¢ok az

bilgi bulunmaktadir.

Bu ¢alismada ilk amag¢ nornikotin, kotinin ve norkotininin yani mindr tiitiin
alkaloidleri ya da nikotin metabolitleri olarak isimlendirilen bilesiklerin metabolik

akibetlerini arastirmaktir.

Igili substratlar ve olas1 metabolitlerinin ayrimu, teshisi ve miktar tayini icin
hassas ve spesifik yontemler gelistirildi. Hazir ve sentezlenmis bilesikler UV- visible
spektroskopi (UV), infrared spektroskopi (IR), mass spektrometresi (MS), yiiksek
basmgli siv1 kromatografisi (HPLC) ve yiiksek basingli s1vi kromatografisine baglanan
UV spektroskopisi (HPLC-UV) gibi ¢esitli yontemlerle ayrildi ve yapilar aydiniatildi.
Enzim kayna olarak sigandan elde edilen beyin homojenat: ve karaciger mikrozomlar
kullanildi ve bulgular NADPH ile kuvvetlendirilmis kontrol ve fenobarbitalle
indiiklenmis olmak tizere iki ayr1 grup olarak sunuldu. Substrat ve metabolitlerinin
biyolojik ortamdan ayrimi sivi-stv1 ekstraksiyonu ile yapildi. Bilesiklerin miktar tayini
HPLC ile gergeklestirildi.



Enzim kaynafi olarak sican beyin homojenat1 ile nornikotin, kotinin ve
norkotinin inkiibe edildiginde kendilerine kargilik gelen metabolitlerinin olusmadig:

goriildii. Bu inkiibatlarda yalnizca nikotinamid tayin edildi.

Sican karaciger mikrozomlar ile nornikotinin metabolizmasinda karsilik gelen
laktam metaboliti norkotinin ve nikotinamid tespit edildi. Norkotinin metabolitinin
miktar1 fenobarbitalle indiiklenmis sican karacigeri mikrozomlar1 ile 127 nmol/mL,

kontrol karacigeri mikrozomlari ile 80 nmol/mL olarak tayin edildi.

Kotininin metabolizmasi ile 5°-hidroksikotinin metaboliti ve nikotinamid tespit

edildi. Metabolik deneylerde 3’-hidroksikotinin ve norkotinin metabolitleri gézlenmedi.

Fenobarbitalle indiiklenmis ve inditklenmemis sican karacigeri mikrozomlari
ile 5’-hidroksikotinin miktart sirastyla 28 ve 16 nmol/mL bulunmugtur. Bu durum
metabolitin fenobarbitalle indiiklenebilen sitokrom P450 izoenzimleri aracilifiyla
olusturuldugunu gostermektedir. Norkotinin inkiibatlarinda kargilik gelen ketoamid
metaboliti olan 4-(3-piridil)-4-oksobutiramid tayin edilemedi. Mikrozomlarla birlikte
kofaktor karistmi kullanildifinda mikrozomal inkiibatlarda nikotinamidin olugumu
gozlendi. Bununla birlikte kofaktor karigimi yerine tampon c¢ozelti iceren kontrol

deneylerinde nikotinamid olusumu goriilmedi.

N-1’-benzilnornikotin (I) ve N-1’-(p-klorobenzil) nornikotin (II)’in in vitro
mikrozomal metabolizmas: substratlarin kendilerine karsilik gelen aldehit, amid ve
laktam metabolitlerini olusturup olugturmayacagin tayin etmek i¢in arastirildi. Tersiyer
aminlere ek olarak N-1’-benzoilnornikotin (Ia) ve N-1’-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila)

olarak isimlendirilen amidlerin in vitro mikrozomal metabolizmas: ¢aligildu.

Tersiyer aminlerin karsilik gelen dealkilasyon dirilinleri olan aldehit ve
nornikotini olugturdugu saptandi. N-1’-benzilnornikotin (I) substrat1 ile amid ve laktam
metaboliti olusumu goézlenmezken difer tersiyer aminin (II) kargilik gelen amid ve

laktama dontistiigli goriildi. Amid substratlaninin sican karacigeri mikrozomlan ile



nornikotine hidroliz oldugu tespit edildi. Sonuglar, metabolik yollarin mekanizmalar1 ve

metabolitlerin olasi toksik etkileri kapsaminda tartisildi.



2. SUMMARY

Synthesis, analysis and metabolism of nicotine metabolites and nicotine analogues

Nicotine is the most abundant and pharmacologically potent alkaloid present in
tobacco products. Although nicotine metabolism has been studied in detail, less
information on the in vitro metabolism of nicotine metabolites and its intermediates is

available.

In this study, the first aim is to investigate the metabolic fates of nornicotine,

cotinine and norcotinine, minor tobacco alkaloids or nicotine metabolites.

The sensitive and specific methods for the separation, identification and
quantitation of the related substrates and their potential metabolites were developed.
These compounds were separated and characterised by several methods, including UV-
visible spectroscopy (UV), infrared spectroscopy (IR), mass spectrometry (MS), high
performance liquid chromatography (HPLC) and high performance liquid
chromatography coupled to UV-spectroscopy (HPLC-UV). Brain homogenate and
hepatic microsomes obtained from rats were used as enzyme sources and the findings
have been reported as two different groups by using control and induced with
phenobarbitone fortified with NADPH. Separation of substrates and their metabolites
from biological media was achieved by liquid-liquid extraction. Quantitation of these

compounds was carried out by HPLC.



Nornicotine, cotinine and norcotinine failed to produce the corresponding
metabolites when they were incubated with rat brain homogenate as an enzyme source.

Only nicotinamide was detected in these incubates.

Following nornicotine metabolism, two compounds i.e. the corresponding
lactam metabolite of norcotinine and nicotinamide were detected with rat hepatic
microsomes. The amount of norcotinine metabolite was detected as 127 nmol/mL using

phenobarbitone induced rat microsomes and 80 nmol/mL with controls.

Following the metabolism of cotinine, 5’-hydroxcotinine metabolite and
nicotinamide were detected. No 3’-hydroxycotinine and norcotinine metabolites were
observed in the metabolic experiments. The amount of 5’hydroxycotinine was 28 and

16 nmol/mL by phenobarbitone induced and noninduced rat microsomes, respectively.

It indicates that the metabolite is formed via a phenobarbitone inducible
isozyme of CYP450. In the norcotinine incubates, the corresponding ketoamide
metabolite, 4-(3-pyridyl)-4-oxobutyramide was not detected. The formation of
nicotinamide was observed in microsomal incubates when the cofactor mixture was
used together with microsomes. However, there was no nicotinamide formation in the

control experiments containing buffer solution instead of cofactor mixture.

The in vitro microsomal metabolism of N-1’-benzylnornicotine (I) and N-1’-
(p-chlorobenzyl) nornicotine (II) was carried out to establish if the substrates produce
the corresponding aldehyde, amide and lactam as metabolites. In addition to tertiary
amines, the in vitro microsomal metabolism of amides which was named as N-1’-
benzoylnornicotine (Ia) and N-1’-(p-chlorobenzoyl) nornicotine (Ila) was studied. The
tertiary amines produced corresponding dealkylation products ie. the corresponding
aldehyde and nornicotine. No amide and lactam metabolite were observed with N-1’-
benzylnornicotine (I) as a substrate. However, the other tertiary amine (IT) produced the

corresponding amide and lactam. The amide substrate was hydrolysed by rat hepatic



microsomes to nornicotine. The results were discussed in relation to the possible

mechanism of metabolic pathways and the possible toxic effects of metabolites.



3. GIRIS ve AMAC

Nicotiana tiirlerinde kesfedildigi giinden giiniimiize kadar insanlik tarihinde
Onemli bir yer edinmis olan nikotin, ayni zamanda bilimsel olarak sayisiz aragtirmanin
konusu olmustur. Bir eglence araci olarak kullanmilmaya baglanmasi ancak zamanla
kullananlarda bagimlilik meydana getirmesi ve bunun sonucu olarak da saglik iizerinde
meydana getirdigi son derece olumsuz ve zararh etkileri hakkindaki sorular halen

aragtirmalar devam etmesine ragmen tam netlik kazanabilmis degildir.

Sitokrom P450 enzimi tasiyan ekstrahepatik  dokulardan  beyin,

ksenobiyotiklerin metabolizmasinin en az aragtirildigi dokulardan biridir.

Beyin dokusu, tagsidigi sitokrom P450 ve flavin igeren monooksijenaz
enzimleriyle ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin c¢ogunu metabolize edebilme
yetenegine sahiptir. Boylece de kan dolagimi araciligiyla beyne giren lipofilik
karakterdeki bilesiklerin detoksifikasyonunu saglayabilir. Bununla birlikte P450
enziminin daha ¢ok sinirlerde bulunmasi, burada hayati 6nem tastyan ve rejenerasyon
kabiliyeti yliksek olmayan hiicrelerin biyoaktivasyonla zarar gormesine sebep
olabilecektir (260).

Nikotinin deney hayvanlarina periferal verilmesinden sonra beyinde

nornikotin, norkotinin ve kotinin metabolitlerinin varli1 tespit edilmigtir (60).

Nikotin metabolitlerinin nérokimyasal 6zellige sahip ve farmakolojik olarak da
aktif oldugu bu konuda yapilan ¢ok sayida aragtirmamn bir sonucudur. Ozellikle
nornikotinin, nikotinle olusan fizyolojik cevaplarda Onemli bir rol {istlendigi

gozlenmistir (19).

Periferal nikotin metabolitlerinin yapilarinin aydinlatilmas: ve miktar tayini ile
ilgili ¢ok aragtirma olmasina ragmen beyinde nikotin metabolizmasi ile ilgili gok az
bilgi mevcuttur. Nikotinle olusan santral sinir sistemi etkilerinin yalnizca nikotine

atfedilemeyecegi, nikotin metabolitlerinin  etkisi ile kismen dahi olsa



sonuglanabileceginden dolayi, kronik nikotin alimmindan sonra beyinde farmakolojik
olarak aktif nikotin metabolitlerinin olas1 birikiminin toksik sonuglara yol agabilmesi
muhtemeldir. Bu nedenle nikotin ara metabolitlerinden nornikotin, norkotinin ve
kotininin sican beyin homojenatt ile in vitro inkiibasyonunu yapmak ve deney
hayvanlarinin fenobarbitalle muamelesi halinde substratlarin metabolik yollarim agiga

¢ikartmak aragtirmamizin kapsamina alinmstir.

Nikotin ve metabolitlerin insan ve deney hayvanlarinda in vivo
metabolizmasimnin arastirildigt cok sayida kaynak bulunmasmma ragmen (216), ara
metabolitlerin in vitro metabolik yollarinin teshisi ve miktar tayinleri ile ilgili sinurl

sayida bulgu mevcuttur.

Bu nedenle yine aymi nikotin ara metabolitlerinin (nornikotin, kotinin ve
norkotinin)  fenobarbitalle indiiklenmis ve indiiklenmemis sican karacier
mikrozomlarin1 enzim kaynag: olarak kullanarak inkiibasyonlarini yapmak ve bulunan
metabolitlerin olusumunda rol oynayan enzimatik sistemi aragtirmak ve miktarlarim

tayin etmek suretiyle karsilagtirmalarini saglamak arastirmamizin hedef konularii

olusturmustur.
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Sigan beyin homojenati ve karacifer mikrozomlarint kullanarak kalitatif ve kantitatif metabolizmas:

aragtirilan nikotin ara metabolitleri



Nikotin ve metabolitlerinden nikotinamid niikleotid analoglarinin olusumunun
bazi toksik olaylarin mekanizmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir
(283). Bu nedenle karaciger ve beyin dokusu ile yapilan inkiibasyonlarda nikotinamid
metabolitinin olusup olugsmadigli ve olusumu halinde mekanizmasiin tayini de

incelenmistir.

Tiitiin tiriinlerinde en yiiksek miktarda tespit edilmis ve farmakolojik olarak da
en glicli bulunan alkaloid nikotin olmakla birlikte kompleks yapidaki tiitiin
alkaloidlerinden yalnizca bir tanesidir. Bagimlilarda tiittin tiriinlerinin kullanilmasi
sonucu ortaya cikan klinik tablo diistiniildiiglinde bitki ekstraktlarindan toplam 2200
bilesigin izolasyonunun yapildif1 ve bunlardan simdiye kadar yaklagik yalmzca 500
tanesinin yapisinin aydinlatildig: izerinde durulmasini gerektiren bir 6nem tagimaktadir.
Bu nedenle arastirmamizin bir boliimiinde Snemli bir tiitiin alkaloidi ve ayni zamanda
nikotin metaboliti olan nornikotinin pirolidin halkasindaki azotun siibstitisyonu ile
olugan N-1'-benzil ve N-1'-(p-kloro benzil) nornikotinin de tiitlin igeriginde bulunmasi
olasilif1 gozdniline alinarak tersiyer amin yapisindaki bu substratlarin metabolizmasi
incelenmigtir. Nornikotin tiirevi olan benzilik tersiyer aminlerin metabolizmasi
hakkinda mevcut bilgi bulunmamakla birlikte son yillarda yapilan bazi aragtirmalar
metabolizmasi incelenen sekonder ve tersiyer benzilik aminlerden kendilerine kargilik
gelen amid ve laktam metabolitlerinin olusumunu gostermektedir (108,313). Klinikte
kullanilan ilaglarin bir kismunin yapisi olan alisiklik aminlerin metabolizmasinin
aragtirilmasi igin elektrofilik araiiriinler olan iminyum iyonlarina doniigtiirtilebilecekleri
ve sonra da kendilerine kargilik gelen amidlere okside olarak detoksikasyona ugradiklar

esasina dayanan kaynaklar mevcuttur (116,239).

Bu verilere dayanarak benzilik tersiyer amin substratlarimin  olast
metabolitlerinden olan ve aym zamanda tiitiin iceriginde olup, toksik olduklari tayin
edilmis N-acilnornikotin (172) yapisinda olan N-1'-benzoil ve N-1'-(p-klorobenzoil)
nornikotinin de metabolik yollarimin agiga ¢ikartilmasi aragtirmanuzin hedef konulan

arasinda yerini almugtir.



R=H ----> N-1'-benzilnornikotin
R=Cl ----> N-1'-(p-klorobenzil) nornikotin

N L R
O —_—
R=H ----> N-1'-benzoilnornikotin

R=Cl ----> N-1'-(p-klorobenzoil) nornikotin

Sigan karaciger mikrozomlarn ile metabolizmasi aragtirilan nornikotin tiirevi substratlarin yapisi
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4. GENEL BILGILER

4.1 ila¢ Metabolizmasi ile ilgili Genel Bilgiler

4.1.1 ila¢ Metabolizmasi Cahsmalarmm Gelisimi

Ilaglarin metabolizmasi ile ilgili yaygin ¢alismalar "Ilaglarin Detoksifikasyonu”

baglig1 altinda yazar Williams tarafindan baglatilmistir.

Yirminci yiizyilin ilk yarisindan Once, viicuttaki ksenobiyotik (Yunancada
xeno=yabanci, bio=yasam) lerin organizmadaki akibetleri hakkindaki arastirmalar
olduk¢a smirlt olup yeterli teknoloji mevcut degildi. Ancak yirminci yiizyilin
ortalarinda ilaglarin sentezi, iiretimindeki artis, ilaglarin inaktivasyon yollarimin ve
atilimlarinin aragtirilmasi gerekliligini ortaya koymus ve dolayisiyla biyolojik sivilarda
ve dokularda substrat ve metabolitlerinin ayrimi ve miktar tayini yapilmaya

baglanmgtir.

Organizmaya alnan yabanci maddeler {izerindeki kimyasal degisimler,
biyolojik aragtirmalar yapan c¢evrelerce "Ilag Metabolizmas:" disiplini altinda

isimlendirilmigtir.
4.1.2 Ilag Metabolizmasi Reaksiyonlar1 ve Enzimleri

Viicuda alman bir ilag (ve diger ksenobiyotikler), Faz I (fonksiyonalizasyon) ve
Faz II (konjugasyon) reaksiyonlari altinda isimlendirilen metabolik reaksiyonlardan

sonra atilir.

Genel bir deyimle, Faz I reaksiyonlar1 oksidasyon, rediiksiyon ve hidrolizi; Faz
Il reaksiyonlar1 ise konjugasyon reaksiyonlarimi igerir. Bir ksenobiyotigin, Faz I
reaksiyonuna ugramadan konjugasyonu s6z konusu olabilirse de (Orn: parasetamol),

genellikle ¢ok sayida bilesik 6nce Faz I sonra Faz II metabolizmasina ugrar.



4.1.2.1 Faz I Reaksiyonlari

Faz I reaksiyonlar: ile yapiya hidroksil (-OH), amino (-NH,), tiyol (-SH) ve
karboksilli asit (-COOH) gibi polar fonksiyonel gruplar baglanir. Bu reaksiyonlarla
ilgili ¢aligmalarin kapsamli kaynaklarn mevcuttur (133,303). Faz I reaksiyonlarimin ve

ilgili enzimlerinin 6zetle belirtildigi liste Tablo 4.1°de verilmisgtir.

Tablo 4.1 Faz I Reaksiyonlar1 ve Enzimleri

Reaksiyon Tipi Enzim
Oksidasyon Reaksiyonlan
Aromatik hidroksilasyon
Alifatik hidroksilasyon MFO
Alisiklik hidroksilasyon
Karbon-karbon ¢ifte bag epoksidasyon
. . Aldehid dehidrojenaz
Aldehid oksidasyonu Aldehid oksidaz
N-hidroksilasyon
N-oksidasyon
Oksidatif deaminasyon MFO
N-dealkilasyon
O-dealkilasyon
S-dealkilasyon MFO + Coziinebilir fraksiyon
S-oksidasyon MFO /FMO
Desiilfiirasyon
Oksidatif dehalojenasyon MFO
Rediiksiyon Reaksiyonlar:
Aldehid grubunun rediiksiyonu Aldehid rediiktaz
Keton grubunun rediiksiyonu Keton rediiktaz
Azo rediiksiyonu NADPH'a bagl azo rediiktaz
Nitro rediiksiyonu Nitro rediiktaz
. ey Mikrozomal nitro rediiktaz

N-oksit rediiksiyonu Sitosolik nitro rediiktaz
Nitroso rediiksiyonu Sitokrom P450
Hidroliz Reaksiyonlar1
Esterlerin hidrolizi Esterazlar

PN Esterazlar
Anmitlerin hidrolizi Amidazlar
Epoksitlerin hidratasyonu Epoksit hidrataz
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Mikrozomal oksidasyonda
Substratin sit P450'ye baglanmas1
Kandaki demirin rediiksiyonu (Fe**-RH — Fe*2-RH)
. Oksijenin Sit P450'ye baglanmas1

L.

2.

3

4. Kompleksin oksidasyonu

5. Stiperoksitin hidroperoksite rediiksiyonu (O; — 0?)
6

. Okside olmus substratin serbestlesmesi ve suyun olusumu s6z konusudur.
MFO (Karma Fonksiyon Oksidaz) Sisteminin Komponentleri

1. Sitokrom P450

Sitokrom P450 familyasi, endoplazmik retikulum membraninda bulunan
olduk¢a kalabalik bir enzim ailesidir (222). Molekiil agirlign her bir monomerinde
45.000-55.000 olan bu izoenzimler ¢ogu ilacglarin ve diger ksenobiyotiklerin
metabolizmasindan sorumludurlar. Bazi faktorler tarafindan organizmadaki seviyeleri
etkilenmektedir (Bkz. Boliim 4.1.4).

2. NADPH-sitokrom P450 rediiktaz

NADPH-sitokrom C rediiktaz olarak da bilinen bu enzimin gorevi NADPH+H*
tarafindan saglanan rediikleyici kismm sitokrom P450'ye aktarmaktir.

. NADPH-sitokrom .
NADPH+H" (FAD --> FMN) -----= > Sit P450

P450 rediiktaz

(FAD: Flavin adenin dintikleotid; FMN: Flavin mononiikleotid)
3. Lipid
MFO sistemi aktivitesi 1s1ya dayanikli bir lipid komponent olan fosfatidilkoline

ihtiyag duyar. Bu baglamda bu model yani lipid enzimlerin igine niifuz ettigi

endoplazmik retikulum yapisimin en Snemli bsliimiidiir.
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Cok sayida ksenobiyotik ve steroid hormonlarin memeli karaciger hiicrelerinin
endoplazmik retikulumunda bulunan enzimler tarafindan oksidasyona ugradigi uzun bir

siiredir bilinmektedir.

Pek ¢ok substratin metabolizmasint secici olmaksizin katalizleyen bu enzim
sistemi, ancak NADPH, molekiiler oksijen ve magnezyum iyonlar1 (Mg*?) varliginda
gorevini yapabilir. Oksijenin bir molekiilii substratin oksidasyonunu saglarken, digeri

suyu olusturur. Tiim reaksiyon su sekilde formiilize edilebilmektedir.

1.NADPH + A + H* — AH, + NADP*
2. AH; + O,— "aktif oksijen kompleksi"

3. "aktif oksijen kompleksi" + RH — ROH + A + H,0

NADPH + O; + RH + H* — NADP* + ROH + H,0

Burada, A mikrozomal komponentin okside olmus sekli iken, AH, rediiklenmis

sekli; RH substrat, ROH ise okside olmus substrati simgelemektedir.

Bu formiilde ilgisi bulunan enzimler; genellikle A olarak diisiiniilen sitokrom
P450 (sit P450), NADPH'!n oksidasyonunda gorev yapan (ve ayrica P450 enziminin
okside olmus seklini rediikleyen) flavin igeren enzim NADPH sitokrom P450 rediiktaz
(ya da diger bir deyisle NADPH-sitokrom c rediiktaz) ‘dur.

MFMO (Mikrozomal Flavin Iceren Monooksijaz)

Molekiil agirligt 65000 olan bu polimerik protein her protein monomerde bir
mol FAD tagir ve baglica karaciger mikrozomal fraksiyonunda yer alir. MFMO, ¢ok
sayida eksojen kaynakl1 bilesigin N ve S oksidasyonunu saglar (tersiyer ve sekonder
aminlerin ve hidroksilaminlerin N-oksidasyonu, tiyoamidlerin, tiyoiirelerin, tiyollerin S-
oksidasyonu gibi). Sit P450 kadar giicli okside edici ajan olmayan bu enzimin
aktivitesi; enzime NADPH'n baglanmasi, ardindan oksijenin baglanmasi, son olarak da

substratin baglanmas: seklinde gerceklesir.
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Faz I Oksidasyonunda Rol Oynayan Diger Enzim Sistemleri

Faz I oksidasyonunda aracilik eden enzim sistemlerinden bazilar1 da sunlardir:

e Prostaglandin sentetaz,

Monooksijenazlar,
Alkol dehidrojenazlar,
Aldehid dehidrojenazlar,

Ksantin oksidaz,

Peroksidazlar.

Rediiksiyonda Rol Oynayan Enzimler

Oksidatif reaksiyonlara ilaveten MFO sistemi, hiicrede nitro, nitroso,
hidroksilamin, azo, tersiyer amin N-oksit gibi gruplarin rediiksiyonunu saglarlar.
Oksidasyon ve rediiksiyona ugrayabilen substratlarin farmakolojik ve toksikolojik

ozellikleri bu metabolik yollar arasindaki dengeye baghdir.

4.1.2.2 Faz II Reaksiyonlar

Faz II reaksiyonlar ila¢ ya da metabolitlerinin endojen substratlarla, transferaz
enzimleri Katalizorliiiinde biyokimyasal reaksiyona girdikleri metabolizma yoludur.
Konjugasyon, hidroksil (-OH), amino (-NH,), tiyol (-SH), karboksilli asit (-COOH),
stilfonamid (-SO,NH,) gibi fonksiyonel gruplar iizerinden yiiriir.

Faz II enzimleri, Faz I reaksiyonlar: sonucu substrata baglanan ya da dnceden
yapida varolan polar gruplan suda ¢oziinebilen endojen kaynakli maddelere baglamak

iizere kullanilir.

Kofaktor ad1 verilen bu endojen maddeler;

e Uridin difosfat glukuronik asit (UDPGA),
e 3'-Fosfoadenozin-5'-fosfosiilfat (PAPS),

e Glutatyon (GSH),
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e S-Adenosil metiyonin (SAM),
o Asetil koenzim A (AcCoA).

Bu kofaktorler biiytik molekiil agirlhigina sahip olmakla birlikte onlari kuvvetli

elektrofilik yapan iyonik ya da polar gruplara sahiplerdir.

Faz II reaksiyonlarinin, enzimleri ve kofaktorlerinin 6zetle belirtildigi liste

tabloda belirtilmigtir.

Tablo 4.2 Faz II Reaksiyonlar1 ve Enzimleri

Reaksiyon F(glks1yonel Enzim Kofaktor
ruplar
- OH
- COOH .
Glukronidasyon - NH, UDgaiil;tl:;;onll UDPGA
- CONH;
-SH
- OH
Siilfatasyon - NH; Siilfotransferaz PAPS
- SO,NH,
gmlpoasn » Agiltransferaz Acil CoA
onjugasyonu
- NO,
Glutatyon - Epoksit Glutatyon-S- GSH
Konjugasyonu - Organik transferaz
halojeniirler
Merkaptiirik Asit] - Glutatyon Glutatyonaz AcCoA
Konjugasyonu konjugatlann | peptidaz N-Asetilaz
- OH
Asetilasyon - SO,NH; Asetiltransferaz AcCoA
- NH,
- OH
Metilasyon - SH Metiltransferaz SAM
- NH,
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4.1.3 ila¢ Metabolizmasimn Tibbi Acidan Onemi

4.1.3.1 Farmakolojik Aktivasyon Yoniinden Inceleme
Organizmaya alinan bazi ilaglar viicutta kendiliginden ya da enzimatik
biyotransformasyonla, etkisi ana bilesige gore daha fazla olan farmakolojik aktif ya da

daha ¢ok aktif metabolitine doniisen inaktif "prodrug=06n ilag" 6zelligi gosterebilir.

Ilag metabolizmasinin 6n ilaglar igin bir aktivasyon gorevi yaptig1 su Sreklerle

Ozetlenebilir:
e Prontosil — Siilfanilamid
o Pirimidon —> Fenobarbital

¢ Klindamisin palmitat ~— Klindamisin

4.1.3.2 Toksikolojik Aktivasyon Yoniinden Inceleme

Tlaglarin metabolizmasinda, ok sayida substrat enzimatik reaksiyonlarla ana
bilesikten daha az biyolojik aktivite gosteren metabolitlerine doniisiirken, bu
reaksiyonlar bazen toksik metabolitlerin olusumu seklinde de sonuglanabilir.
Metanoliin, oksidasyonla formaldehid ve formik asite doniigiimii; siilfonamidlerin

bobreklere toksik asetillenmis metabolitlerine doniigiimii gibi...
4.1.3.3 Detoksikasyon Yoniinden Inceleme

[laglarin ¢ogu, kimyasal yapis1 enzimatik reaksiyonlarla degismis oldugu icin,
ilgili reseptor tarafindan taninamayan inaktif bilesikler haline gegerler. Bu nedenledir ki,

ila¢ metabolizmasinin bir diger isimlendirilme sekli de "ilaglarin detoksikasyonu"dur.

Viicuttaki enzimatik sistemlerle lipidlerde ¢oziinebilen ilaglar ve diger
ksenobiyotikler, atilimlarint kolaylastiran daha polar bilesiklerine doniigiirler. Hidrofilik
fonksiyonel gruplarin katimi konjugasyonu ile istenilen polarite saglanms olur. Yeterli

bir metabolik reaksiyon mekanizmasinin var olmamasi halinde, bir ilacin etkisi,
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metabolize olmadik¢a viicuttan atilimi kolay olamayacag: igin akillara sigamayacak

kadar uzun bir siire devam edebilmesi miimkiindiir.

Dolayisiyla bir ilacin farmakolojik cevabi, organizmanin onu metabolize etme
yetenegi ve olusan metabolik {rtinlerin atilim sistemleri ile yakindan ilgilidir. Baz:
ilaglar yalnizca bir faz metabolik reaksiyonlarla metabolize olurken (parasetamol—>Faz

II), bazilan her iki yolu da kullanabilir (propranolol—>Faz I ve Faz II).

4.1.4 ilag Metabolizmasim Etkileyen Faktorler

[lag metabolizmasmm etkileyen faktorler endojen ve eksojen kaynakli olmak
tizere iki kisimda incelenebilir. Endojen faktérler fizyolojik, patolojik ve genetik

faktorleri igine alirken, eksojen faktorler dig cevre ile ilgili 6zelliklerden etkilenir.
4.1.4.1 Endojen Faktorler
(i) Fizyolojik Faktorler

Beslenme, yag, hormon, hamilelik gibi faktérler enzim sisteminin etkinligi

tizerinde degisiklik yapabilir ve metabolizma hzim etkileyebilirler (155,156,297).

Insanlarda ve hayvanlardaki beslenme sekilleri ksenobiyotikleri metabolize
eden enzimlerin aktivitesini degistirebilmektedir. Lipidlerden yoksun bir beslenme
seklinde karaciger karma fonksiyonlu oksidazlarmin aktivitesi azalirken tersi bir

durumda enzim aktivitesinin artmasiyla birlikte g&giis kanseri ve kolon kanseri riski
artmaktadir.

Yeni doganlar, yetigkin ve yaghlarda da enzim seviyeleri farkliliklar

gostermektedir.

Ag¢ brrakilmis siganlarin  karaciger mikrozomlarinda fenobarbital ve 3-
metilkolantrenle indiiklenebilenler de dahil olmak iizere 12 farkl1 sitokrom P450 enzimi
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lizerinde yapilan incelemelerle aclhifin bu enzim seviyelerini degistirdigi, dolayisiyla

metabolik aktivitede de degisiklik meydana geldigi sonucuna varilmistir (138).

Erkek sicanda sitokrom P450 enzimi formlarinin her birinin artan yagla birlikte

degistigi, yas arttikga giderek disiye yaklasan degerler bulundugu kaydedilmektedir
(137,152).

(ii) Patolojik Faktorler

Sitokrom P450 enzimlerinin eksikligi ya da fazlalig1 ¢ok farkli sonuglara sebep
olabilmektedir. P45021A2 eksikliginden “tuz atma sendromu”, 2D6'min eksikliginden
ise periferal nefropati olusumu gozlenmigtir (118).

Ozellikle karacifer ve bobrek hastaliklarindan ksenobiyotik metabolizmast

etkilenebilmektedir.

Siroz gibi sitokrom P450 ve flavin igeren monooksijenaz seviyelerinin azaldig:
hastaliklarda kotinin ve nikotin-1'-N-oksit metabolitlerinin olusumu da azalmaktadir.
(213).

(iii) Genetik Faktorler

llag metabolizmasim etkileyen genetik faktorler kapsaminda cinsiyet, tiir ve
soy farkliliklart yer alir.

Tlag metabolize eden enzim sistemlerinde cinsiyet farkliliklar1 organizmadaki

hem genetik kontrolii hem de hormonal etkileri icerir.

Imaoka ve ark. (137), sitokrom P450 izoenzimlerinin disi ve erkek sicanlarda
bulunma diizeylerinin yasa da baglh olarak farkli oldugunu; sit P4502A2, 2C11, 4A2
yalmzca erkek siganlarda 104 haftalifa kadar bulunurken, bundan sonra disiye ozel
P4502C12 enziminin gozlendigi kaydedilmektedir. S6z konusu durumdan cinsiyet

hormonlarinin sorumlu oldugu 6ne siiriiliir (154).



Farkl: cinsiyetteki sicanlarda, metabolik reaksiyonlardaki farkliliklardan

sorumlu enzimlerden birinin sitokrom bs oldugu bulunmustur (153).

Tiir farkliliklar1 hem Faz I hem de Faz II metabolizmasinda meydana gelebilir
veya kalitatif (metabolik yollarda farklilik) ya da kantitatif (metabolik yol aym1 ancak
metabolizma oranlarinda farklilik) olabilmektedir. Bu durum, enzim ya da dogal
inhibitér ve aktivatorlerin miktart ya da yapisindaki farkliliklardan; kofaktor
miktarlarindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Soy farkliliklari da kalitatif ya da kantitatif olabilir. Ornegin; farkli soydan
gelen fareler hekzobarbitalin etkisi stiresince onemli farkliliklar gosterirken bunlarin

icinde bir soy grubu vardir ki, bu grubun cevabi tek bir dogrultudadir.

Kedilerde glukroniltransferaz  enzimi  eksikliginden dolay1 fenolik

ksenobiyotikler stilfat konjugasyonu geklinde metabolize olurlar.

Araklorla indiiklenmis siganlarda nikotinin, cis-nikotin-1'-N-oksit metaboliti
erkek sicanlarin idrarinda disidekinden daha cok; kotinin ise disi sigamnkinde
erkeginkinden ¢ok daha fazla bulunmugtur (275).

4.1.4.2 Eksojen Faktorler

Eksojen, diger bir deyimle cevresel faktorler stres, radyasyon, ksenobiyotikler
tarafindan enzim indiiksiyonu, inhibisyonu ve aktivasyonu gibi parametrelerden

etkilenir.

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivitesini
indiikleyen ya da inhibe eden maddeler, bu tiir bilesiklerin toksisitesinde ¢ok énemli rol
oynamaktadir. {laglar, cevre kirliligi, dogal tiriinler ve pestitisitler bunlara drnek olarak

verilebilir.
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Enzim indiiksiyonu, indiikklenmemis organizmaya (kontrol) oranla enzim
aktivitesinde ya da sentezinde bir artisi; enzim inihibisyonu ise enzim aktivitesinde ya

da sentezinde bir azalmay:1 ifade etmektedir.

Enzim aktivasyonu, enzimin aktivitesinde artma ile sonuglanan bir enzimin in

vitro aktivasyonunu tanimlar.

(i) Enzim Indiiksiyonu

Ksenobiyotiklerin metabolizmasini saglayar enzimlerin indiiksiyonu, insanlar

da iceren pek cok tiirde incelenmigtir (165,268).

Karaciger mikrozomal enzimleri indiklenebilme ozelligine sahip olduklar
igin, baz1 kimyasallar organizma ya da doku ile reaksiyonlar1 sonras: bu enzimlerin

aktivitesini stimiile ederek metabolizma hizimi arttirirlar.

Fenobarbital (267), 3-metilkolantren (139); B-naftoflavon ve Araklor 1254

(165) mikrozomal enzimleri indiikleyen ajanlar arasinda yer almaktadir.

Enzim indiikleyiciler, organizmada morfolojik ve biyokimyasal degisimlere
sebep olurlar. Omnegin; karaciger agurhiginda %40’lik bir artigla birlikte gram karaciger

bagina diisen mikrozomal protein miktarinda da artma gozlenir.

Enzim indiikleyiciler

e Protein sentezi iizerine etki ederek,

e Gen fonksiyonlarim diizenleyicilerle etkileserek,

e Mikrozomal proteinlerin aktivitesini etkileyerek,

e RNA metabolizmas: ile etkiserek indiiksiyon mekanizmasini harekete

gecirirler.
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(ii) Enzim Inhibisyonu

Enzim inhibisyonu yapan ajanlar, ilaclarin metabolizmasini yavaglatirlar ve
organizmada ilag¢ birikmesine sonugta da toksikolojik a¢idan 6nemli olabilecek olaylara

neden olurlar.

Ilaglarn metabolize eden enzim sistemlerinin inhibisyonu gesitli yollarla

meydana gelebilir:

e Beslenme, hormonlar gibi endojen faktorler tarafindan fizyolojik
parametrelerin degisimi,

¢ Etionin, aktinomisin gibi ajanlar tarafindan protein sentezinin inhibisyonu,

¢ Kan biyosenteziyle ilgili enzimlerle etkilesim,

e Enzimin aktif konumu ile direkt etkilesim ya da ilag metabolize edici enzim
sisteminin yarigmali inhibisyon (6rn; SKF 525-A) (111); yangmasiz
inhibisyon; serbest radikaller ya da reaktif ara {riinler (6rn; karbon

tetrakloriir) gibi etkenler nedeniyle inaktivasyonu.
(iii) Enzim Aktivasyonu
Enzim aktivasyonu hem in vivo hem de in vitro olabilir. Bir aktivatoriin
diizenleyici bir konuma baglanmasi, bu noktada diger bir substrat igin katalitik

konumun afinitesini degistirmesi s6z konusu olabilmektedir. N-Oktilamin, flavin igeren

monooksijenaz sistemin aktivatérlerinden biridir (111).
4.1.5 la¢ Metabolizmas1 Cahsmalarinda Kullanilan Teknikler
Sentezlenen bir ilag maddesi ya da model bilesigin terapotik etkisi ve

potansiyel toksisitesinin incelenmesi, insanda klinik giivenlifi saglamak amacryla

oncelikle memeli tiirlerinde incelenmektedir.
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Metabolizma yollarimin tayini igin ¢aligmalar baglangigta in vitro ve in vivo
olarak yapilmaktadir. Ilag piyasaya sunulmadan 6nce ilacin viicuttaki farmakokinetigi

ise klinik diizeyde yapilan metabolizma ¢alismalari ile incelenir.

4.1.5.1 Invitro Calismalar

In vitro galismalarin yapilmasinin 6nemli birka¢ nedeni vardir. Bunlar kisaca
sOyle siralanabilir:
e Ilag metabolizmas: reaksiyonlariin hangi dokularda meydana geldiginin
agiklanmasi,
e Metabolizma yollarinin aydinlatilmas,
e Metabolizma reaksiyonlarin katalizleyen enzim sistemlerinin tayini,

o Enzim aktivitesini kontrol eden mekanizmalarin agida ¢ikartilmas:.

In vitro yontemle ¢alisilirken;

e Organ perflizyonu,

e Doku hiicreleri,

e Izole edilmis hiicreler,

e Doku kiiltiirleri,

e Doku homojenatlari,

e Hiicre alt1 fraksiyonlar,

o Saflagtirilmig enzimler kullanilabilmektedir.

4.1.5.2 In vivo Cahsmalar

Bir ilag ya da model bilesigin metabolizmasi hakkinda daha fazla bilgi in vitro
caligma yOntemi ile elde edilebilmesine ragmen, substratin tiim viicuttaki metabolik
profili hakkinda tam bir bulgu elde edilemez. In vivo teknikte memeliler kullamilir
¢linkli, memeli olmayan tiirlere gore insan organizmasi i¢in daha uygun bir model

gorevini iistlenebilirler.
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In vivo ¢alisma teknigi kullanilirken;
e Deney hayvanin secimi,

o Uygun ilag dozunun secimi,

llacin verilis yolunun segimi,

Kan, idrar gibi biyolojik drnegin analizi,

» Tiir ve cinsiyet se¢imi,

Sonuclarin insan tizerindeki sonuglarla korelasyonu 6nem tagimaktadir.

4.1.5.3 Klinik Diizeyde Yapilan Metabolizma Calismalari

Bu alanda yapilan klinik caligmalar dort fazda incelenmektedir. Bunlardan
birincisi olan Faz I klinik caligmalari, saglikli ve goniillii olan bireylere kontrol altinda
ilacin verilmesini; Faz II klinik caligmalar: goniillii hastalarin kiigiik bir grubunda; Faz
III klinik caligmalari, hastalarin biiyiik bir grubunda ilacin uygulanmasini; Faz IV ise

ilacin satilmaya baslanmasindan sonra elde edilen klinik bulgular icermektedir.

4.2 Tiitiin Alkaloidleri ve Diger Tiitiin Kimyasallari

4.2.1 Major Tiitiin Alkaloidi Nikotinin Kesfi

“Nikotin” alkaloidi terimi 1773 yilmda Isvecli botanist Linnaeus tarafindan
tayin edilen “nicotiana”dan tiiretilmistir. Aragtirmaci Linnaeus, Fransiz Biiyiikel¢isi
Jean Nicot'un, annesi Fransa Kralicesi Catherine de Medici'ye hediye etmek iizere
bitkinin tohumlarint ektirmesi lizerine bu terimi kullanmugtir. Bitkinin kurutulmug
yapraklan “tdbacum” seklinde isimlendirilmis olup Hindistan, Ispanya, Portekiz ve
Fransa yerlileri tarafindan kullanilmaya baslanmis ve sonugta tiitiin kullamimm ve

bagimlili1 cok kisa bir siire icinde tiim diinyaya yayilmigtir (53).

Nikotin, Nicotiana tabacum ve Nicotiana rustica yapraklarn ve diger
boliimlerinde %0-10 konsantrasyonda bulunmaktadir. Tiitlindeki nikotin yiizdesi tiire ve
kiiltiirel 6zelliklere hassastir, Nicotiana'nin diger tiirleri ve diger Solanaceae bitkilerinde

daha diistik konsantrasyonlarda bulunur.
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(S)-3-(1-metil-2-pirolidinil) piridin
1-metil-2-(3-pindil) pirolidin

4.2.2 Nikotinin Kimyasal Ozellikleri

Ik kez 1829 yilinda izole edilen nikotinden hemen sonra bitkiden diger
alkaloidlerin de izolasyonu yapilmigtir. Bunlar arasinda anabasin, anatabin, isonikotein,
1-N-metilanabasin, 1-N-metilanatabin, nikotellin, nikotimin, nikotein, nikotrin ve
nornikotin yer almaktadir.

Bir sigaranin yanmakta olan kismi, solunarak i¢e ¢ekildik¢e 800-900°C'lik bir
sicaklifa ulagir. Yiiksek sicakliklarda piroliz meydana gelir ve nikotin gibi ugucu
yapilar buharlagir. Yapisinda karsinojenleri de igeren bu piroliz iirtinleri arasinda
nikotinden bagka, piridin, 3 ve/veya 4-metilpiridin, 2-siyanopiridin, kinolin, isokinolin,
benzen, pirol, toluen, benzonitril, indol, inden, naftalen, antrasen ve fenantren
bulunmaktadir (130,150).

Nikotin, ugucu, yagims: s1vi, saf oldugunda renksiz ancak oksidasyonla sarimsi
bir renge sahip olan, nem ¢ekici, 151k ve havanin etkisiyle kahverengiye donen ¢ok bazik
karakterde bir alkaloiddir.

Nikotiana bitkisinin yapraklarinda biriken miktarlarina goére nikotinden bagka

nornikotin, anabasin ve anatabin de major tiitiin alkaloidleri arasindadir. Bunlardan

nornikotin tiirlerin %30-40'inda bulunurken, anabasin Nicotiana aculis, N. solanifolia
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gibi tiirlerde major alkaloiddir. Anatabin ise higbir tiirde major degildir ancak, N.
otophora, N. tomentosa gibi tiirlerde kismen daha ytiksek bir yilizdeye sahiptir.

Nikotin-1'-N-oksit de tiitlin igeriginde bulunur ancak, bu yapimn tiitiin
yapraklarinin  kurutulmasi veya islenmesi swrasinda S-(-)-nikotinin  havayla

oksidasyonundan meydana geldigi diislintilmektedir.

BN

DR Dh

N~ H N~ H

Nornikotin Anabasin
X

AN AN

N

) o | |

N CHg N~ H

Nikotin-1'-N-oksit Anatabin

4.2.3 Minor Tiitiin Alkaloidleri ve Kimyasal Ozellikleri

Titlin yapraklarinda, major alkaloidlerin tiirevi olan ¢ok sayida mindr alkaloid
de bulunmaktadir. Bu alkaloidlerin ¢ogu 50 pg/g'dan daha az olup nanogram
miktarlarindadir. Major alkaloidlerin metabolik tiriinleri olabilecekleri gibi tiitiinden

izolasyon sirasinda da meydana gelebilen yan tiirtinler olarak da kargimiza ¢ikabilirler.
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4.2.4 Nikotin ve Benzeri Alkaloidlerin Bitkilerde Biyosentezi ve

Metabolizmasi

Saunders ve Blume (271), nicotiana tabaccum bitkisinin hem taze yesil dokusu
hem de kurutulmus tiitlin liflerinden nikotin, nornikotin, anabasin ve anatabinin
ayrimin gergeklestirmiglerdir. Nicotiana alata bitkisinin kék kiiltiirlerinde ise radyoaktif
igaretlenmis nikotinden nornikotin ve kotinin olusumu tespit edilmistir (34).

Nicotiana glutinosa yapraklar1 iizerine yapilan bir aragtirma nornikotinin
nikotinden geriye doniisiimstiz olarak olusabildigini g6stermektedir (79). Leete ve
Chedekel (175) Nicotiana glauca'da radyoaktif nikotinden nornikotin ve miyosminin
olusumunu ve bunun da nikotinik asit olusumunda prekiirsér oldugunu
vurgulamaktadirlar. Nikotin, nornikotin, anabasin ve anatabinin piridin halkas1 nikotinik
asitten olusur (80). Kinolinik asit, piridin halkas1 ile birlesen nikotinik asitin etkili bir
ara prekiirsoriidiir (335).
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Friensen ve Leete (101), nicotiana tiirlerinde nikotinik asitten olusan
dihidronikotinik asitin dekarboksilasyon {irinii 1,2-dihidropiridinin, N-metil-A'-
pirolinyum iyonu ile reaksiyona girerek 3,6-dihidronikotini olusturmasi ve bunun da

rediiksiyonu ile (-)-2'S-nikotinin sentezlendigini 6ne stirmektedirler.
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Nikotinik asit ve N-metil-A"-pirolinyum iyonundan (-)-2'S-nikotin, nornikotin ve myosmin alkaloidlerinin
bitkide biyosentezi




Frankenburg ve Gottscho (99) aragtirmalaninda  tiitiniin fermentasyonu
siiresince nikotin miktarinda meydana gelen azalmanin fermente olmus yapraklarda
nikotin-1-N-oksit olusumundan kaynaklandigini saptamuglardir. Nikotin igeren bir
ortamin toprak bakterisi kullanilarak yapilan mikrobiyal bozunmasi ile nikotin-1'-N-

oksiti olusturup sonra da pseudoksinikotine doniistligii gozlenmistir (320).

4.2.5 Tiitiin Kullanim: Sirasinda Olusan Kimyasallar

(i) Acillenmis ve okside olmus piridin alkaloidleri

Tiitiin iceriginde bulunan nornikotin, anatabin ve anabasinin bazi agil tiirevleri
tiitine lezzet vermekte olup, hem yesil bitkilerde hem de kurutulmug tiitiin
tabakalarinda nornikotin ve anatabinin N'-agil tiirevlerine rastlanmaktadir. N'-
formilnornikotin basta olmak iizere N'-(n-oktanoil) nornikotin, N'-(n-hekzanoil)
nornikotin, N'-formilanatabin, N'-asetilnornikotin bu kimyasallara ©rnek olarak
verilebilir (87). Genellikle, acillenmis alkaloidlerin seviyesi, tiitiiniin sekonder alkaloid

iceriginin konsantrasyonu ile paralellik gosterir (44).

N R=H : N'-formilnornikotin
N (:: =0 R=CHj, : N'-asetilnornikotin
R R=(CH,), CH; :N'-butanoilnornikotin
N'-agilnornikotin R=(CH,); CH;  : N-hekzanoilnornikotin

N'-agilnornikotinlerin nikotinden 1000 kat daha giiclii toksik oldugu ve

toksisitenin agil zincirinin uzunluguyla arttig1 vurgulanmaktadir (172).
Tiitiinde iki major okside olmus alkaloid kotinin ve 2,3'-bipiridildir. Kotinin,

nikotinin enzimatik ya da otooksidasyonu ile olusurken, 2,3'-bipiridil ise anatabinin

oksidasyonu ile meydana gelir.
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Yesil bitkilerde diisiik miktardaki kotininin muhtemelen otooksidasyondan

ziyade enzimatik yolla olustugu diistintilmektedir.

2,3"-Bipiridil ilk kez Frankenburg ve ark. (100) tarafindan 3-asetilpiridinin

fermentasyon {irlinii olarak bulunmustur.

Tiitiindeki diger okside olmus alkaloidler nikotirin, 3-asetilpiridin, nikotinik

asit, nikotinamid ve nikotin N-oksitlerdir.

(ii) Tiitiinde bulunan nitrozaminler

Tiitiin ~ dumaminin  ana  karsinojenlerinin  yapist  heniiz  tamamen
aydinlatilamamakla birlikte nikotin tiirevi olan tiitlin spesifik nitrézaminlerinin Gnemi
nikotinin hem hepatik hem de ekstrahepatik dokulardaki metabolizmasinda biiyiiktiir
(258).

Nikotin ve benzeri tiitiin alkaloidlerinden olusan spesifik nitr6zaminleri
laboratuvar hayvanlarinda giiclii karsinojen olarak bulunmug olup bu bilesiklerin
Ozellikle tiitin dumam inhale eden kigilerde agiz kanserine yol agtifi cesitli
arastirmalarla ispatlanmustir (126). Ozellikle farelerde akciger tiimérii olugturan (39) N'-
nitrosonornikotin ve 4-(metilnitrézamino)-1-(3-piridil)-1-butanonun (NNK) kantitatif
olarak en yaygin burun Kkanserine yol acgtifl, siganlarda agiz bosluguna
uygulandiklarinda agiz tiimorlerini indiikledikleri; bunlarin yaninda yemek borusu,
burun boglugu, pankreasin tiitinle ilgili kanserlerinin etiyolojisinde rol

oynayabilecekleri kaydedilmektedir (126).

Tiitiin kullanan bireyler, yanmamusg tlitlinde ve tiitiin dumaninda bulunan N'-
nitrosonornikotine maruz kalirlar. Bu yapi, sican, hamster ve fare tiirlerinde tiimore
sebep oldugundan dolayr metabolizmasi biiyiik olciide 6nem tagimaktadir (48). Tiitlin
icimi swrasinda nikotinin nitrosolanmasiyla meydana gelen ve prokarsinojen olan 4-
(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon (NNK), insanda aktif bigimine enzimatik

olarak doniigiimiinii saglayan sit P4502D6 enzimidir (57). NNK'nin hamster akcigerinde
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nikotinik kolinerjik reseptérlere nikotinden daha fazla ilgi gosterdigi tespit edilmistir
277).

HO\ OH
X X
YT [Ty
N~ NeO N~ N=O
N'-nitrosonomikotin 3' ve 4'-hidroksi-N-"nitrosonornikotin

Hecht ve ark. (125), Araklor 1254 ile muamele edilmis F-344 siganlardan elde
edilen karaciger mikrozomlarimu  kullanarak  yaptiklarn  ¢aligmalarinda N'-
nitrosonornikotinden, N'-nitrosonornikotin-1-N-oksitin yiiksek miktarda olustugunu
bunu takiben az miktarlarda da 3'-hidroksi ve 4'-hidroksi-N'-nitrosonornikotin

olusumunu kaydetmislerdir.

Tiitlin dumaninda teorik olarak olusabildigi diigiiniilen nitrosoanabasin ile
bilinen karsinojen nitrosopiperidinin karaciger ve yemek borusu tiimérlerini indiikledigi
kaydedilmistir. Nitrosopiperidinin toksisitesi siganlarda kisa bir siire i¢inde Sliime yol

agmugstir (40).
Farelerde bu nitrozaminlere kargi alkil izotiyosiyanatlar inhibitor etki

gostermekte olup, inhibitor potansiyelinin alkil zincirinin artmasiyla birlikte 6-
fenilhekzil izotiyosiyanatla en yiiksek konsantrasyonda bulundugu gézlenmigtir (124).

. .

| N N
N/ NO NO
Nitrosoanabasin Nitrosopiperidin
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4.3 Nikotinin Genel Farmakokinetigi ve Metabolizmasi
4.3.1 Nikotinin Farmakokinetigine Genel Bakis

Tittin iriinlerinde dogal olarak yalnizca S-(-)-nikotin bulunmaktadir. Ancak
tiitlinlin  yanmas1 sirasinda  S-(-) enantiyomerinin piroliz reaksiyonuyla R-
enantiyomerine doniistiigi ve bundan dolay: tiitiin bagimlilarinda kullanim siiresince

daha toksik olan R-(+)-nikotinin olugtugu diistiniilmektedir (65).
4.3.1.1 Nikotinin Absorbsiyonu

Iyonize olmamig baz haldeki nikotin, yagda ¢oziiniip, hiicre membranlarindan
kolaylikla gegebilir. Absorbsiyon en hizli akcigerden olmakla birlikte ayrica deriden,
mide-barsak, yanak ve burun mukozas: ve bobrek tiibtillerinden de gerceklesmektedir.
Inhale edilen tiitin duman1 hizla absorbe edilirken tam inhale edilmeyen bir kism cok
az oranda absorblanir ve daha ¢ok agizda kalir. Nikotinin absorbsiyonunu konu alan ¢ok
sayida ¢alismamn sonuglar1 pH'in nemli bir faktor oldugunu vurgular. Viicudun farkli
bolgeleri ve dokularindaki mukoz yapilarmn pH'indaki farkliliklardan dolay: nikotin

absorbsiyonunda 6nem tagir.

Tiitin kullanim sirasinda absorbe edilen nikotinin gercek miktar; tiitliniin
cinsi, igerigindeki nikotin ve nem miktari, tiitiin partikiillerinin sekli ve konfigiirasyonu,
tiitlin icimi ile ilgili bireysel farkliliklar (259), tiitiin ve mukoz membranlar arasindaki
iligkinin stiresi gibi birtakim fakttrlere bagli olarak degisir (169).

4.3.1.2 Nikotinin Dagilim

Absorblanan nikotinin kan seviyeleri cok hizli bir sekilde azalir. Plazmadaki bu
hizh azalma, dokulara ¢ok genis bir sekilde dagildigina igarettir. Cok sayida bazik ilag
gibi nikotinin hemen hemen tiim dokulara ¢ok iyi dagildigi gozlenir. Siganlara
intravendz uygulanan nikotin, 30-60 dak. iginde karaciger, beyin, akciger, kalp, ince
barsak duvari, dalak, iskelet kast ve bobrekte plazmadakinin 2-15 kati
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konsantrasyonlarda bulunmustur (295,333). Erkek albino farelerde intravendz verilen
nikotinin kan, beyin ve karacigere 1., 2.5, 5. dakikalardan itibaren dagilimi ve kotinin

metabolitinin olugumu goézlenmigtir (296).

Diisiik dozlarda dahi dokularda hizli ve iyi bir dagilima sahip olan nikotinin

farkl1 hayvan tiirlerinde farkli bir dagilim gosterdigi kaydedilmektedir (140,307).

4.3.1.3 Nikotinin Atilimi

Farkli tiirler tizerinde yapilan bir aragtirmada, nikotin eliminasyonunun en hizla
kedilerde gergeklestigi, bunu fare ve tavsanlarin izledigi (170), en yavas da kopeklerde
olustugu kaydedilmektedir (94).

Nikotinin atilumi radyoaktif igaretlenmis preparatlar da dahil olmak iizere

insanlarda ve ¢ok sayida tiirde incelenmigtir (155,194,292).

Insanlarda ve diger memelilerde nikotinin atilimi baslica bobrekte gerceklesir
(102). Ancak absorbsiyonunda oldugu gibi atiliminda da pH'in 6nemi biiyiiktiir. Idrar
pH' alkali iken bobrek tiibiillerinden hizli bir gekilde geri absorblanan nikotin, asidik
pH'da dozun yaklasik %23'ti metabolize olamadan geri kazanilmaktadir (169).

Salyanin nikotin atiliminda onemi biiyiiktiir, daha az oranda olmak iizere ter,

siit, safra, mide suyu ve fegesle de atilum gergeklesmektedir.

Insanlarda ve bazi deney hayvanlarinda major metabolit kotinin olusumunun
yarilanma 6mriinde ya da eliminasyonunun yarilanma $mriinde doza bagh farkliliklar
gozlenmemektedir. Dolayisiyla, nikotin ve metabolitlerinin idrarla atilimu dozdan
bagimsizdir (22,209).

Nikotin ve kotinin aym karaciger enzimleriyle metabolize oldugu i¢in kotininin
nikotin metabolizmasimi inhibe ettigi diisiiniilmiis ancak tiitin icenlerde ve

igmeyenlerde kotininin aym farmakokinetife sahip oldugu, dolayisiyla da tiitiin
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icenlerde gbzlenen daha diigiik nikotin atilimindan kotininin sorumlu olmadig1 sonucuna

varilmigtir (338).

4.3.1.4 Nikotinin Fizyolojik Etkileri

Tiitlinlin saglik izerindeki olumsuz etkilerinin sonuglar1 olarak karsimiza ¢ikan
tabloda, o6zellikle koromer kalp hastaliklari, miyokard enfarktiisii, anjina pektoris,
ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, akciger, girtlak, agiz boslugu, idrar
torbast kanserleri (38), kronik bronsit gibi solunum sistemi hastaliklar1 ve gebelikle

ilgili olumsuz etkileri bulunmaktadir (53).

Uzun stireli tiitiin kullanimi yalnizea gesitli kimyasallarin metabolik yollarin
degistirmez ayrica, ilag absorbsiyonu, dagilimi ve atilimi gibi diger fonksiyonlarda da

degisim meydana getirir (162).

Saglikln bireylere nikotinin infiizyonla verilmesi, kalp hiza ve kan basincinda
artmaya ve parmak uglarinda deri sicakliginin azalmasina neden olur (24,171). Kalp iz
tizerine etki kdpeklerde nornikotin stereoizomerleri ile de goriilmiistiir (263). Nikotinin
etkilerine kars: gelisen toleransin gegici oldugu, bir gece igin tiitiiniin birakilmasindan
sonra kanda yiiksek miktarda nikotin varligi kaydedilmistir. Kardiyovaskiiler sistemin
cevabr bir haftalik aradan sonra bir geceye oranla daha fazla bulunmus olup, bu
durumun tolerans kaybiyla orantili oldugu gézlenmistir (174). Bununla birlikte sigara
igciminden sonra nikotinden 30 kat daha ¢ok viicutta bulunan kotinin nikotinin

kardiyovaskiiler sisteme etkilerini azaltir (50).
Nikotin asetilkolinesteraz aktivitesine sahip oldugu igin asetilkolin sentezini
engellemektedir. Serumda kolesterol ve lipoproteinlerin seviyesi, igmeyenlere gore

icenlerde biraz daha fazladir (171).

Nikotinin farkli analoglarinin sentezlenip farmakolojik etkilerinin aragtirildig:
caligmalarinda Damaj ve ark. (72) optimum aktivitenin pirolidin halkas: ile ilgili
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oldugunu ve halka boliinmesi ile olusan agik zincir yapilarda farmakolojik etkinin

onemli 6l¢tide azaldigim gostermektedir.

Saghk tizerindeki tartisilmaz zararlari bilinmesine ragmen (327) tiitiin igenlerin
bu aligkanliklarindan vazgegcememesi, nikotin bagimliligindan kaynaklanir. Giiniimiizde
sigaranin  birakilmas1 ve yoksunluk sendromunun ortadan Kkaldirilabilmesi i¢in
kullanilan nikotin sakizi, transdermal nikotin tabletleri, burun spreyleri de busipron gibi
seratonerjik ajanlar ve buproprion gibi antidepressanlar yani farmakoterapi kadar

giindemdedir (265).

Parkinson Hastahi@i ve Nikotin

Titlin bagimliliga ve Parkinson hastalif1 arasinda negatif bir iligki oldugu uzun
yillardan beri bilinmektedir. Nikotin beyin dokusundan dopamin igeren biyojenik
aminleri serbestlestirir. Antiparkinson ilaglar, parkinsonlu hastalarda bogsalan beyin
dopaminini yerine koyma ya da beyinde dopaminerjik aktivitenin arttirilmasi
mekanizmalar ile aktivite gosterir (53). Nikotinin beyinde hipotalamus bélgesinde bir
norofarmakolojik etkiye bagl olarak etki gosterebilecegi kabul edilebilir olmakla
birlikte tiittin kullanimi sirasinda olusan konsantrasyonlarda Parkinson hastaliginin

gelisiminde onleyici bir role sahip oldugu diistiniilmektedir.

4.3.2. Nikotinin Metabolizmasi

Nikotinin metabolizmast ile ilgili son 20-25 yildir yapilan aragtirmalarda enzim
saflagtirilmast ve yiiksek basingli sivi kromatografisi, gaz kromatografisi gibi teknikler
on planda yerini almigtir. In vivo deneylerle ¢ok sayida nikotin metabolitinin miktarlari
tayin edilmis, in vitro deneylerle de N ve C-oksidasyon yollar1 agiklanmigtir.
Memelilerde nikotin metabolizmasinin kapsamli olarak ele alindifi kaynaklar
bulunmaktadir (216).
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4.3.2.1 Nikotinin In vivo Metabolizmasi

Nikotinin in vivo metabolizmasi, basta insanlar olmak iizere ¢ok sayida tiirde

incelenmistir (203,204).

Tiitiin igenlerin idrarindan alman Orneklerin analizleri sonucu kotinin, nikotin-
1'-N-oksit, nornikotin ve N-metilnikotinyum iyonlar ile birlikte trans-3'-hidroksikotinin
metabolitinin varlifi da bulunmus olup kotininden sonra nikotinin ikinci major

metaboliti olarak gdzlenmis (224,226) ve yapist GC-MS ile aydinlatilmstir (318).

Nikotinin Faz II metabolitlerinden trans-3'-hidroksikotinin-O-f-D-glukronitin yapisi

Trans izomerin %95-98 oranda daha fazla olustugu gozlenmigtir (143,317). Her
ne kadar literatiirde bazi tartigmalar devam etse de (164) kantitatif caligmalar kotininden
once viicuttan elimine edilen bu metabolitin miktar1 kotinininkinden de yiiksek
oldugunu gostermektedir (241). S-(-)-Nikotinin sigan ve hamstere intravendz
verilmesinden sonra idrarda cis-3'-hidroksikotinin metabolitine rastlanmigtir (317). 4-(3-
Piridil)-4-oksobutirik asit, (-)-nikotinin sican, kdpek ve tavsanlarda, 4-(3-piridil)-4-
hidroksibutirik asite doéniigen bir ara metabolit olarak bulunmugtur (49,196).

Tavsanlara nikotinin intravendz verilmesini takiben karaciger, bobrek ve idrar

ekstrelerinde nornikotin, kotinin, norkotinin ve nikotin-1'-N-oksit metabolitlerinin
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olusumu goézlenmistir (244). Norkotinin metaboliti tavsanlarda nornikotinden meydana
gelmektedir (246).

Radyoaktif nikotinin kopek idrarindan izole edilen metabolitleri kotinin, 4-(3-
piridil)-4-okso-N-metilbutiramid (202) ve 4-metilamino-4-(3-piridil) butirik asittir
(242).

Sican ve kodpeklerde nikotin ve kotininin metabolitlerinden biri norkotinindir
(202). Farkli preparatlarla nikotinin insan viicuduna alimmindan sonra idrarda
norkotinin metaboliti bulunmus olmasina ragmen (37), kotinin alimmindan sonra

insanda norkotinin olusumuna rastlanmanugtir (36).

3-Piridilasetik asit, (-)-nikotinin kdpeklerde tayin edilen idrar metabolitidir. Bu
metabolitin prekiirsorii 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramidden meydana gelen 4-(3-
piridil)-4-oksobutirik asittir (194,200).

Tiitiin kullananlarin idrarinda bulunan 3-piridilkarbinol metabolitinin olusumu
HPLC ve GC-MS ile ispatlanmigtir (249).

Kyerematen ve ark. (167), sigan idrarindan 12 farkli nikotin metaboliti izole

etmiglerdir.

Erkek tiitiin bagimhlarinda "*C-nikotinden idrarda olusan metabolitlerden 3'-
hidroksikotinin glukronit ve norkotinin A*%-enamin metabolitlerinin olusumu HPLC-

MS ile ispatlanmig ve kotininden daha uzun siire organizmada kaldiklar1 gézlenmigtir
(163,274).

HO
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[ T Yo —

N/ CH, + H,0
5'-hidroksikotinin norkotinin-A2%-enamin
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Kobaylarda nikotinin idrar metaboliti N-metilnikotinyum iyonunun
stereospesifik olarak nikotinin yalmzca R-(+)-izomeri ile olusumu (62,64,235) HPLC
analizleri ile kantitatif olarak tayin edilirken (62), tavsanda R-(+)-nikotinin her iki
azotundan metillendigi ancak S-(-)-nikotinde yalnizca piridin azotundan bu reaksiyonun

gerceklestigi gozlenmistir (74,75).

Kobaylarda N-metilnikotinyum iyonlarimin yanisira bu metabolitlerin N-oksit

tiirevlerinin olusumu da tespit edilmistir (255).

N-Oksidasyon reaksiyonlar1 nikotin ve metabolitlerinin metabolizmasinda
onemli bir yer tutmaktadir. Her bir nikotin enantiyomerine ait bes N-oksit yapisi
mevcuttur. Bu N-oksitler S-(-)-nikotinden sentezlenmis olup Nicotiana tabaccum,
Nicotiana affinis ve Nicotiana sylvestrisin k6k, gévde ve yapraklarimin ekstrelerinden de

cis ve trans nikotin-1'-N-oksit izole edilmistir (253).

Nikotin, nikotin-N-oksit izomerlerine okside olabilen iki azot merkezine
sahiptir. Ancak, biyolojik sistemlerde metabolik oksidasyon en gok alisiklik pirolidin
azotunda meydana gelmektedir (244). Nikotinin 1'-N-konumunda oksidasyon, 1'R ve
I'S olmak {tizere iki farkli sekilde meydana gelebilir. Boylelikle her bir nikotin

enantiyomeri i¢in iki farkli diastereoizomer s6z konusudur (74).

|0 I
= CH =~ CH
N 3 N 3
S-(-)-Nikotin R-(+) -Nikotin

SN N

| 7 “cH, | .« 0 lcay” o
N N N
cis trans trans cis
1'R,2'S-Nikotin-1'N- 1'S,2'S-Nikotin-1'N- 1'R,2'R-Nikotin-1'N- 1'S,2'R-Nikotin-1'N-
oksit oksit oksit oksit

Nikotin enantiyomerlerin N-oksidasyonu
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Insanda nikotin-1'-N-oksitin her iki stereoizomeri de olusmaktadir (30). Tiirler
arasinda cis/trans oram biiyiik farkliliklar gdstermektedir. Insanda nikotinden olusan
idrar metaboliti trans nikotin-1'-N-oksitin -cis diastereoizomerine baskin oldugu

gozlenmigtir (18).

Nikotinin, radyoaktif isaretlenip kedilere uygulanmasi ile nikotin-1'-N-oksit
metabolitinin gozlenmesinin yamisira (309); farelere intraperitonal enjeksiyonundan
sonra doku homojenatlarindan cis ve trans-nikotin-1'-N-oksit metabolitleri izole

edilmistir (304).

(S)-Nikotinin oral, intraven6z ve transdermal alimmindan sonra 1'-N-
oksidasyonunun stereoselektifliginin aragtirildign bir ¢aligmada Park ve ark. (247),
insanlarda hem in vivo hem in vitro yalmzca trans-(S)-nikotin-1'-N-oksit olustugunu

bulmuglardir.

S-(-) ve R-(+)-Nikotinin kobay ve siganlarda gdzlenen idrar metabolitlerinden
nikotin-1'-N-oksit, hamster ve tavsanlarda olugmamaktadir (234).

Nikotinin siganlarda tayin edilen in vivo metabolitleri arasinda kotinin-N-oksit
de yer almaktadir (167).

Nikotinin N-oksidasyonu iki ana nedenle biyolojik énem tagir. Birincisi, bu N-
oksitlerin tiittin spesifik karsinojenlerini olugturmak iizere nitrosolanmasi, digeri de
nikotine geri rediiksiyonlaridir. Bu rediiksiyonun, tiitin aligkanligim engellemede
kullamlabilecek bir nikotin deposu olusturmada Snemli olabilecegi diistiniilmektedir
(169).

Nikotin-1'-N-oksit, hepatik ve ekstrahepatik sistemler (70,71), insanlarda mide-
barsak kanalindaki bakteriler (17,266) tarafindan nikotine rediiklenmektedir. Siganlar
lizerinde arastirilan dokularin iginde rediiksiyon en ¢ok karacigerde, ekstrahepatik
dokularda da en ¢ok ince barsaklarda, sonra bobrek, kalp, akciger ve dalakta meydana
gelmistir (69,71).
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S-(-)-Nikotin-1'-N-oksitin, S-(-)-nikotine si¢an karacigerinde rediiksiyonundan
sorumlu enzimin sitosolik bir enzim olan aldehid oksidaz oldugu kaydedilmektedir

(300).

Sicanlara oral yolla wverilen «c¢is ve trans-nikotin-1'-N-oksitlerin
metabolizmasinin arastirldigy bir ¢aligmada N-oksitlerin nikotine rediiklendigi trans

izomerde bu reaksiyonun daha ytiksek oranda meydana geldigi kaydedilmektedir (282).

Cok sayida ilag ve ksenobiyotikte oldugu gibi, nikotinin metabolizmas1 da pek
¢ok faktérden etkilenmektedir (316). Nikotinin siganlarda metabolizmas1 ve dagilimi
konusunda tiir ve cinsiyet farklihklar1 gozlenmigtir. Kotinin metabolitinin plazma
seviyeleri disi tlirlere gore erkeklerde daha fazla bulunmus olup (166); 3'-
hidroksikotinin metabolitinin disi tiirlerde, nikotin-1'-N-oksitin ise erkeklerde daha ¢ok
olustugu kaydedilmigtir (234).

Insanlar tizerinde yapilan arastirmalarda erkeklerin nikotini disilere gore daha
hizli metabolize ettigi (21), ancak idrarda kotinin/nikotin-1-N-oksit metabolitlerinin
oraninda cinsiyet farki bulunmadig1 ancak atilan kotinin miktarinin yaglilarda azaldig
kaydedilmistir (155).

Nikotin ve kotininin plazma seviyelerinde, bireysel farmakokinetigin farkli

olmasindan kaynaklanan tablolar elde edilmigtir (23,26).

(R)-Nikotin kopeklerde (S)-nikotinden ¢ok az daha hizli metabolize edilmesine
ragmen, tavsanlarda hem R hem de S-nikotinin hizlica metabolize edildigi ve benzer

dagilim gosterdigi bulunmugtur (141).
Nikotinin metabolizmasinda bireyler arasi farkliliklarin bu metabolik

reaksiyonlarin toksisitesinde 6nemli olabilecegi, tiitiin bagimlis1 olan mesane kanserli

bireylerle ilgili ¢aligmalarla da dogrulanmaktadir (11,113).
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4.3.2.2 Nikotinin /» vitro Metabolizmasi

4.3.2.2.1 Karaciger Dokusu ile Metabolizmasi

Farkli tilirler {izerinde yapilan arastirmalar nikotin metabolitlerinin
olusumundaki farkliliklara isaret etmektedir. Hamster karaciger homojenat: ile kotinin
olusumunun sigandakine oranla 6-10 kat daha fazla oldugu gozlenmistir (122). Yalnizca
tiirler degil, aym tiirlin farkli yas gruplarinda da karacigerin biyotransformasyon
yetenegi degiskenlik gostermektedir. '*C-Nikotinden kotinin metaboliti olugsumu en
yiiksek 4 haftalik farede gozlenirken, fotal karacigerde metabolit fotal yasamin sonunda
saptanmis olup dogumdan sonra artmigtir. (298).

Kobay ve hamster hepatositleriyle nikotinin metabolik profilinde benzerliklerin
oldugu, ancak metabolit miktarlarinin fare, sigan ve insan hepatositlerinden Snemli
olgtide fazla oldugu kaydedilmektedir (165).

Stdlhandske (295), fare karaciger homojenati ile nikotinin, kotinin, 4-(3-
piridil)-4-okso-N-metilbutiramid ~ ve  hidroksikotinine = metabolize  oldugunu
kaydetmektedir.

Nikotinin tavsan karaciger mikrozomlar: ile inkiibasyonu sonucu, kotinin
(134,135); nornikotin ve formaldehid metabolitlerinin olugpumu gozlenirken (245),
karacier slipernatant1 ile norkotinin, kotinin ve 3-piridilasetik asit metabolitleri de

saptanmugtir (246).

Nikotinden sigan ve fare hepotositleri ile 5'-hidroksinorkotinin, kotinin,
nornikotin ve nikotin-1'-N-oksit metabolitlerinin olugumu kaydedilmis, ancak metabolit
miktarlarinin az oranda oldugu gozlenmistir. Hamster hepatositlerinde bunlara ek olarak
kotinin-N-oksit, 3-hidroksikotinin ve 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramid
metabolitleri de olugmaktadir (165).
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Fenobarbital verilmis siganlarin karacigerinde nikotin -1'-N-oksit metabolitinin
olusumu azalirken, kotininde N-oksidasyona oranla C-oksidasyonda artiy meydana
gelmigtir.  Halbuki enzim indiikksiyonu yapilmayan siganlarin karacigerinde N-

oksidasyonun C-oksidasyondan daha ¢ok meydana geldigi gézlenmistir (97).

Kobay hepatositleri ile nikotin enantiyomerlerinin metabolizmasinda
stereoselektivite gozlenmistir. S-(-)-nikotinin daha ¢ok kotinine; R-(+)-nikotinin ise

daha ¢ok N-okside metabolize oldugu kaydedilmektedir (61).

Yine aym caligmalarinda Crooks ve ark. (61), R-(+)-nikotinden trans-nikotin-
I'-N-oksitin; S-(-)-nikotinden cis-nikotin-1'-N-oksitin daha yiiksek oranda olustugunu
bulmuglardir. Bu oksidasyon reaksiyonu domuz tiirlerinde mikrozomal flavin igeren
monooksijenazlar tarafindan katalize edilirken (74), insanlarda ise FMO 3 enzimi ile
gergeklesmektedir (247).

Kobaylarn fenobarbitalle muamele edilmesi sonrasinda karacigerde artan
sitokrom P450 aktivitesi ile nikotinin oksidasyon metabolitlerinde artiy gézlenmigtir
(220).

Biyopsi ile alinan insan karacigerinde nikotinden yalnizca kotinin ve nikotin-1'-
N-oksit metabolitlerinin olusumu gézlenirken (165), irn vivo kosullara yakin sartlarda,
nikotinden C-oksidasyonla olugan kotininin major metabolit oldugu bulunmustur (27).

Hamster karacieri hiicre alt fraksiyonlari ile nikotinden meydana gelen
nikotin-1'-N-oksitin kotininden ¢ok daha yiiksek oranda olusabilecegi ancak
nornikotinin ¢ok az oranda olugtugu kaydedilmektedir (191).

Kobay ve tavsan karacigeri ile nikotin-1'-N-oksitin her bir izomeri benzer

miktarlarda olusurken, fare ve hamster karacigeri ile levo-rotator nikotin-1'-N-oksitin

daha fazla oranda olustugu bulunmustur (30).
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Kobay karacigeri ile radyoaktif nikotinin kotinin ve nikotin-1'-N-oksite

metabolize oldugu saptanmustir (217).

(I'S, 2'S)- Nikotin-1'-N-oksitten kimyasal reaksiyon ile L-tartarik asit
varliginda ferrik nitrattan nornikotin, nikotin, kotinin ve pek ¢ok piridin tiirevi bilesik

elde edilmistir (151).

Nikotin-1'-N-oksit, vakumda piroliz edildiginde 2-metil-6-(3-piridil)-
tetrahidro-1,2-oksazin bilesigini olusturmak {izere yer degistirme reaksiyonuna ugrar
(262); bu reaksiyondan biyolojik Orneklerden ekstraksiyonu zor olan nikotin-1'-N-
oksitin idrardan tayininde yararlantlmigtir (142).

AN N-—
| N\ A ‘ X 0 N —CH;,
SR ¢ _
N CHs N
Nikotin-1'-N-oksit 2-metil-6-(3-piridil)-tetrahidro-1,2-oksazin

Nikotin-1'-N-oksitin Meisenheimer reaksiyonu

4.3.2.2.2 Ekstrahepatik Dokularda Metabolizmasi

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda en 6nemli enzim kaynag: olarak karaciger
bilinmekle birlikte viicuttaki her doku en azindan bazi eksojen maddeleri metabolize

edici birtakim enzimlere sahiptir.

Mide-barsak kanali, burada absorbe edilen bilesiklerin ilk gegis olayinda
onemli derecede rol oynarken, burun mukozas1 ve akcigerleri de iceren solunum sistemi

inhalasyonla viicuda giren bilegiklerin ilk ugrak yeridir.



Bobrek, yiiksek diizeyde olmasa da, metabolize edici enzim sistemleri tasiyan
ve viicuttan uzaklastirilacak metabolitlerin gegtigi bir organ; deri de ksenobiyotikleri

metabolize eden enzimleri yapisinda bulunduran bir organdar.

Kisacasi; ilaglar, karsinojenler ve toksik maddelerle Dbirlikte tiim
ksenobiyotiklerin metabolik aktivasyonunda bu dokulardaki ilgili enzimler énemli rol

oynayabilmektedir.

Nikotin ve metabolitlerinin ekstrahepatik dokulardaki metabolizmas: ile ilgili
cok fazla sayida ¢aligma bulunmamakla birlikte, kendi enzimlerini tagiyan bu dokularda
nikotinin metabolik yollartmin ve ilgili enzimlerin dokulardaki lokalizasyonunun
aragtinlmas1 o6nemlidir. Bu bollimde, nikotin ve metabolitlerinin ekstrahepatik

dokularda metabolizmasi ti¢ ayr1 kisimda incelenmistir.

(i) Akciger dokusu ile metabolizmasi

Akciger dokusu, ¢ok sayida hiicre tipi igeren kompleks bir doku olup, bu

hiicrelerin de kompleks bir yapis1 vardir.

Bu dokudan izole edilen akciger enzimleri arasinda karacigerde bulunan
konsantrasyonunun %10'u oraninda sitokrom P450, NADPH-sitokrom P450 rediiktaz,
flavin igeren monooksijenaz, sitosolik enzimlerden glutatyon-S-transferaz, glutatyon
peroksidaz yer almaktadir (117).

Siganlarda nikotinin metabolizmast ve kotinin olugumunun 6nemli bir
bolimiiniin ekstrahepatik dokularda meydana geldigi bulunmugtur. Major metabolit
kotininin konsantrasyon-zaman profili izole edilen karaciger ve akcigerde hemen hemen

ayni bulunmugtur (98).

Izole edilmis tavsan akcigeri ile de nikotinden, kotinin ve nikotin-1'-N-oksit
metabolitlerinin olustugu bulunurken (193), 3'-hidroksikotinin, kotinin-1-N-oksit ve az
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miktarlarda da  nornikotin, norkotinin,  4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramid

metabolitlerinin varlig1 da tayin edilmigtir (2).

~

\H P45011 H P450 H

| 1]\1 H <(enzfm)1 i S (e@:;) [ NN
P major) [ mindr,
- (S)-Nikotin
Hy0 FMO
“, 2 (mindr) y Paso I HCHO ‘/i +H0

H H H

x + - x A
Bk Db Bk

P P / =
N CHs N~ HC 7 N H
(S)-Nikotin- A '*-iminyum iyonu (S)-Nikotin-1'-N-oksit (S)-Nornikotin

Tavsan akcifer mikrozomlari ile (S)-nikotinin genel oksidasyonu

(ii) Beyin dokusu ile metabolizmasi

Beynin nikotine kars: hassasiyetinde yasa bagli olarak degisimler gozlenir.
(297).

Nikotin ve nornikotin (1) stereoizomerleri sigcan beyninde bolgesel dagilim
fark1 gostermektedir. (-) -Nikotinin beyne affinitesi (55,293) ve konsantrasyonu (+)-

nikotininkinden daha yiiksek bulunmustur (183).

[**C]-Nikotinin kedi beyninde gok hizli bir sekilde biriktigi ve uygulamadan 15
dak. sonra dahi hala subtratin varligimin kaydedildigi bildirilmektedir (309).

Pentobarbital verilen kopeklerde nikotinin intraventz uygulanmasindan sonra

santral sinir sisteminde nikotin konsantrasyonunun azaldig1 gézlenmigtir (307).
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Nikotinin intraperitonal olarak farelere enjeksiyonunu takiben karacigerle
beraber beyinde de cok kisa siirede dagilmas: ile birlikte fenobarbital verilmesinden
sonra beyindeki konsantrasyonlarda ¢nemli oOl¢lide azalma kaydedilmistir. Ancak
intravendz uygulamadan sonra beyinde nikotin seviyelerinde azalma olmamasi

nikotinin bu organa ytiksek ilgisinden dolay1 hizlica gecisini gosterebilmektedir (296).

Crooks ve ark. (60) (+)-[2'-"*C] nikotinin subkutan yoldan verildigi sicanlarda,
beyinde baglica kotinin, nornikotin ve norkotinin metabolitlerinin olusum
mekanizmasini aragtirdiklarinda, kan beyin engelini agabilen ve santral sinir sisteminde
bulunabilen kotininin beyinde metabolize olamadigi, dolayisiyla da beyinde bulunan
norkotininin, kotininin N-demetilasyonu ile degil, baglangicta olusan nornikotinin 5'-

karbon atomu oksidasyonundan meydana geldigi sonucuna varmislardir.

Kobay ve sigan beyin homojenatlarinin 37°C'de, nikotinle inkiibasyonu sonucu
kotinin metabolitinin olustugu ve metabolit miktarinin fenobarbital verilmis hayvanlarin

beyninde 5 kat arttigi gozlenmistir (145).

Nikotin, ganglionik tip nikotinik reseptorler aracilifiyla etki gostererek fare
beynindeki kapiller dolasimda reaktif oksijen radikali olusumuna ve dolayisiyla da doku

hasarina neden olur (337).

Akut periferal nikotin verilen sicanlarin  beyninde nornikotinin
norofarmakolojik aktivite gosterebilecek konsantrasyonlarda bulundugu (58,59),
dolayisiyla kronik nikotin verilmesi halinde beyinde birikebilecegi, ancak kotininin
beyindeki konsantrasyonlarinin benzeri bir etkiye yol agmayabilecegi vurgulanmaktadir
(104).

Sican beyni sitokrom P450 enzimlerinden P4502B1 ve 2B2, P4501A1 ve 1A2,
P4502E1, fenobarbital, 3-metilkolantren, etanol gibi ajanlar tarafindan
indiiklenmektedir. Kronik olarak viicuda alman nikotin, beyindeki P450 enzimlerinin
seviyelerini degistirmektedir. Dolayisiyla, kronik nikotin alinimi, santral sinir sistemini

etkileyen ilaclarin beyinde dagilimimi ve farmakodinamik etkilerini degistirebilir ayrica,
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nikotinin kendi metabolizmasi da beyinde artabilir. Ciinkii beyinde baz P450
enzimlerinin nikotinle artmasi, nikotinin kronik alimimina bagh olarak beyindeki

metabolizmasinda artmaya neden olabilmektedir (8).

Beyindeki aktivasyon orami karacigerdekine oranla az olmakla birlikte,
beyindeki farkli bolgelerin degisen oranlarda Sit P450 enzimi tasidigi (28) ve substrat
metabolizmasinda farkli kapasitelere sahip oldugu kaydedilmektedir (294).

Radyoaktif nikotinin fare ve kedilere intraventz enjeksiyonundan sonra

beyinde metabolit olarak kotinin varlig: tespit edilmistir (10).

Benzer bir ¢aligmada Schmiterlow ve ark. (276) karaciger ve bobrek

dokulariyla birlikte fare beyninde de kotinin metabolitinin olugumunu kaydetmislerdir.

Alzheimer hastaliginin yaglilarda goriilen bir tipinde beyinde ¢ok sayida
transmitter degisimi olmakta ve bu hastalik tipi histopatolojik bulgularla karekterize
edilmektedir. Insan beyninde yaygin olarak dagilmis bulunan nikotinik reseptérlerin alt
tiplerine yiiksek ilgi Alzheimer hastalifimn bu ¢esidinde azalmaktadir. Nikotinik
reseptorlerin ilgisini diigiirerek bu hizli hassasiyet ortadan kaldirilip nikotinik reseptérler
asetilkolinin serbestlesmesini etkileyebilmektedir. Nikotin, beyindeki asetilkolin
reseptorlerinin bir alt simifin1 uyarir ve bu nedenle de 6nbeyindeki kolinerjik sinirlerin
dejenarasyonuna yol agan bu hastaligin tedavisinde 6nemli bir deger tasiyabilecegi 6ne
siiriilmektedir (232). Ancak bu hastaligmm belirtilerini diizeltmek icin nikotin gibi
potansiyel terapotik ajanlarin etkili olabilecek optimum dozlarda alinmasi1 gerekliligi
vurgulanmaktadir (82).

(iii) Diger ekstrahepatik dokulardaki metabolizmasi
Uzun yillar 6ncesine dayanan ¢ok sayida ¢aligma insan organizmasi da dahil

olmak iizere ¢esitli tlirlerin bobrek, akciger gibi dokularmdan izole edilen
mikrozomlarinin nikotini metabolize edebilecegini gostermektedir (31,128,193).
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(-)-Nikotinin kobay bobregi ve akcigerinde az miktarda kotinin ve nikotin-1'-
N-oksit metabolitlerini olusturdugu ancak kalp; dalak veya kanda hemen hemen bu

metabolitlerin hi¢birine rastlanmadig1 gézlenmistir (30).

4.3.2.3 Nikotin ve Kotininin Nikotinamid Niikleotid Tiirevleri

Nikotinin toksisitesine neden olan molekiiler olaylar iizerindeki arastirmalar
halen devam etmekte olup, nikotin ve metabolitlerinin niikleotid analoglarinin bu

konuda rol oynadig: diigiiniilmektedir.

Nikotin ya da kotininin tavsan karaciger mikrozomlar: ile trifosfopiridin (TPN)
varliginda yapilan inkiibasyonundan nikotin ve kotinin nikotinamid niikleotid

analoglarinin olusumu gézlenmigtir (285).

Fiziksel, kimyasal ve immiinolojik bulgular, TPN’nin nikotinamid par¢asinin

bu analogdaki nikotinle yer degistirdigini gostermektedir.

Tiitlin dumam igeriginin GLC ve MS analizleri sonucu izole edilen pek gok
alkaloidle birlikte nikotinamidin de yapisi aydinlatilmis (43) ve metabolizmasi
arastirilmugtir (288).

Nikotin-TPN konjugati, karaciger mikrozomal preparati yerine domuz beyni
veya sigir dalagi DPNaz’1 tagiyan inkiibasyon karigimlarindan da izole edilmigtir. Bu
konjugatlarin, ¢ok sayida doku ve serumda var olan (233) ve yapisinda piridin tagiyan
bilesiklerin DPN ve TPN’lerindeki nikotinamid pargalarnin degigimini saglayabilen
DPNaz’in etkisi aracilifiyla ortaya ¢iktif: diisiintilmektedir. Nikotin-TPN’nin TPN’ye
baglh reaksiyonlarda TPN ile yer degistirmedigi ancak, TPN’ye bagli iki enzim olan
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ya da glutamat dehidrojenaza karsi yarigmali inhibisyon
gosterdigi bulunmugtur.

Nikotin ve kotininin TPN ve DPN konjugatlari, karaciger mikrozomlari

varhiginda kendilerine kargilik gelen mononiikleotidlerine metabolize olmaktadirlar
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(283). TPN konjugatlarinin enzimatik hidrolizi ile meydana gelen nikotin ve kotinin
mononiikleotidin karacifer ve akciger gibi dokularda birikiminin, nikotinin genig
metabolik perspektifinde ¢ok ©nemli bir yere sahip olmasa da potansiyel olarak

dikkatlerin yogunlastirilmasi gerektigi vurgulanmaktadir.

4.3.2.4 Nikotin Metabolizmasinda Rol Oynayan Reaktif Ara Uriinler

Nikotinin metabolizmas: siiresince olugan reaktif ara tirinlerin karaciger ve
akciger makromolekiillerine kovalent baglarla baglandig1 bilinmektedir. Bu
makromolekiillerin metabolizmaya bagl alkilasyonu tiitiin iiriinlerine uzun siireli maruz

kalanlarda irreversibl lezyonlara sebep olabilmektedir.

Nikotinin oksidasyonu yillardan beri sentetik ve mikrobiyolojik cok sayida
modelde calisilnus ve nikotinin sitokrom P450 enzimi ile katalizlenen reaksiyonunda
nikotin-A""" iminyum iyonunun olusumu saptanmustir (42,211). Bu ara iriin tavsan
karacigeri supernatantinin nikotin ile inkiibasyonunu takiben 5'-hidroksinikotinden su

cikmasi sonucu olugmaktadir.

Iminyum iyonlarinin kendilerine karsilik gelen laktamlara metabolize olan,
baz1 doymus N-heterosiklik ksenobiyotiklerin metabolizmasinda ana ara {irtinler oldugu

diigtintitmektedir (41).

Nikotinden olugan reaktif iminyum iyonlari, ¢cok farkli kimyasal aktiviteye
sahip olarak nikotinde bulunmayan niikleofillere kars1 kimyasal bir affinite géstermeleri
ve tasidiklart pozitif yiikten dolay1 nikotinik reseptorlere baglanabilmelerinden dolay1
6nemlidir (211).
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Sitokrom P450 enzimine elektron transferi ile olugan nikotin iminyum iyonlar1

Carlson ve ark. (47) A'*-nikotinyum iyonunun olusumunda (S)-nikotinin 5' cc-
karbon oksidasyonun, tersiyer aminlerin P-450 tarafindan katalizlenen oksidasyonlari
icin kabul edilen tek elektron transferinden ziyade bir hidrojen atomu kaybi ile olusan

bir reaksiyon oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Tavsanda nikotin-A'®-iminyum iyonunun olusumu Kkaracier ve akcigerle
hazirlanan inkiibasyon karisimlarinda benzer miktarlardayken, bobrek dokusunda da
cok daha az miktarda bulunmustur (239).

Nguyen ve ark. (230), NADPH, MgCl, ve NaCN igeren tavsan karacigeri
siipernatant fraksiyonuyla nikotinin inkiibasyonunu yaptiklar1 ¢aligmalarn sunucu
inkiibatlarda kotinin ile birlikte iki izomerik siyanonikotin tiirevi olan 5'-siyanonikotin

ve N-(siyanometil) nornikotin olugumuna rastlamiglardir.

Nikotin iminyum iyonlarinin olusumunun farkli deney hayvanlarinin
mikrozomlarinda siyaniir iyonu katimi ile aragtirildigi ¢aligmalarinda Gorrod ve ark.
(116), siyantiir iyonlar1 tarafindan yakalanan reaktif tiriinlerin en ¢ok maymun sonra
sirastyla tavsan, kobay, kopek, hamster ve sigan karaciger mikrozomlarinda meydana

geldigini bulmuglardar.
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Benzer bir ¢cahismalarinda Gorrod ve Sai (114) nornikotin ve anabasinin, tavsan
karacigeri mikrozomlar1 ile siyaniir iyonlar1 varliginda 1'-N-siyanometil bilesiklerine

doniistiiglini bulmuslardir.

Siyaniir iyonlar1 aldehid oksidazi bloke etmekte olup, N-(siyanometil)
nornikotin N-C bagi bolinmesi olmaksizin nikotinin N-demetilasyonu siiresince
olugmaktadir (231).

Tiitiinde bulunan, 1'-N-metilanabasin ve myosmin gibi alkaloidlerin de siyaniir
veya diger niikleofillerle reaksiyona girebilen reaktif tirtinlere doniistiigii, 6zellikle 1'-N-
metilanabasinde yiiksek diizeyde iminyum iyonu olustugu gozlenmigtir. Bu olusumdan
dolayi, iminyum iyonlar1 araciligiyla tiitiin tarafindan Alzheimer hastalifina karsi
kazamlmus bir etki soz konusu oldugunda, 1'-N-metilanabasin yapisi iizerinde
aragtirmalarin - yogunlagtirilmas: ve hastaligm Onlenmesi igin uygun bir ilag

gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi soylenmektedir (4).

4.3.3 Major Nikotin Metabolitlerinin Metabolizmasi

Nikotin, tiitiin tiriinlerinde bulunan en yiiksek miktarda ve farmakolojik etkili
alkaloid olmakla birlikte, kompleks bir karigim halindeki tiitiin alkaloidlerinden
yalmizca biridir. Nikotinin major metabolitleri ve aym zamanda birer tiitiin alkaloidi
olan nornikotin, kotinin, norkotinin ve diger alkaloidlerin metabolizmas1 da (19) nikotin

kadar 6nem tagimaktadir.

4.3.3.1 Norniketinin Metabolizmasi

Nikotinin metaboliti ve bir tiitin alkaloidi olan nornikotinin tiitiin

bagimliliginda énemli bir katkis: bulundugu saptanmigtir (15).

Kopekte oldiirticti dozu 4 mg/kg olan nornikotin, alimmmindan sonra 16 saat

icinde idrarla atilmaktadir (136) ve (-)-nornikotinin kopekteki idrar metabolitleri
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norkotinin ve sulu fazda norkotinine laktamize olan 4-(3-piridil)-4-aminobutirik asittir
(319).

Papadopoulos (246), tavsanda nornikotinin hem in vivo hem de in vitro

karaciger mikrozomlar ile metaboliti olarak norkotinin olugtugunu gostermistir.

(S)-Nornikotin, karaciger mikrozomlari kullanilarak arastirilan tiirlerden fare,
hamster, kobayda norkotinine metabolize olmus; deney hayvanlarimin tiimiinde de

nornikotin-1'-A-nitron metabolitine rastlanmugtir (3).

| N
N~ H
Normikotin

| 1I\I O | N

I

N~ H N OH
Norkotinin 1'-N-Hidroksinornikotin

| SSYHENHOTO | NNy

_ R

N N 0
4-(3-Piridil)-4-aminobutirik asit Nornikotin- A?-nitron

Nornikotinin genel metabolik yollar
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4.3.3.2 Kotininin Metabolizmasi

Nikotinin major metabolitlerinden biri olan kotininin, gerek bagimlilarda,
gerekse pasif tiitin dumanina maruz kalanlarda ilgili aragtirmalarda kantitatif bir

belirleyici olarak kullanildig1 gosterilmigtir (149).

Radyoaktif kotininin fareye intravendz uygulanmasindan sonra, safra kesesi,
bobrekler, salgi bezleri, mide ve barsaklarda yiiksek konsantrasyonlarda dagilim

gosterdigi bulunmustur (35).

Plazma ve tiikrik bezlerinde kotinin konsantrasyonlar1 zit faz sivi

kromatografisi ile tayin edilmistir (181,250).

(-)-Kotininin insanlarda idrar metaboliti olarak hidroksikotinin ve 4-(3-piridil)-
4-okso-N-metilbutiramid metabolitleri tespit edilmis olmasina ragmen, kopekte (201)
rastlanan (-)-norkotinin metaboliti insanda gozlenmemistir (36,279). Buna kargilik aym
substratin insan, kdpek ve sicanlardaki idrar metabolitlerinden biri de 3-piridilasetik
asittir (195).

Benowitz ve Jacob (23); tiitlinden nikotinin giinliik alintmimn indikatorii olarak
plazmadaki kotinin seviyelerinin kantitatif perspektifinden yararlanilabilecegini ortaya
koymuslardir. Ancak sicandaki metaboliti olan 5'-hidroksinorkotininin daha uzun
yarilanma omriine sahip olmasindan dolayi, diigiik konsantrasyonlarda kotininin yerine

bu amagla tercih edilebilecegi sunulmugtur (168).

Kotininin insanda P4502A6 enzimi tarafindan aktive edilen trans-3'-

hidroksikotinine metabolizmas1 major bir metabolik yoldur (215).
Major metabolitlere gore daha polar olan kotinin-N-oksit metabolitinin yapisi

aydinlatilmg (66) ve olusum miktar1 bakimindan nikotin -1'-N-oksitten sonra geldigi
bulunmugtur (290).
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Insanda en 6nemli idrar metabolitlerinden biri N-metilkotininyum iyonu (199)

digeri kotinin-N-glukuronittir (46).

Kotininin, maymunlardaki major in vivo metaboliti olarak trans-3'-

hidroksikotinin olusumu gozlenmistir (67,68).

Rhesus maymuna (S)-kotinin verilmesinden sonra idrar rneginin analizi, 5
numarali karbon atomunda meydana gelen hidroksilasyonun hidroksilaktam 5'-
hidroksikotinin ile ketoamid 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramidin tautomerik bir
karigimini olusturdugu NMR ve MS spektrumlarindan faydalanilarak saptanmigtir.

Acik halka ketoamid tautomer ile hidroksilaktamin dengesi NMR ile kontrol edilmis ve
doterolanmus kloroformda bu doniigimiin yavas, ancak suda hizli olarak gergeklestigi,
her iki ¢oziiciide de dengede olan karigimin siklik tautomerin %80'inden daha fazla

oranda meydana geldigi kaydedilmistir (229).

S-(-)-Kotininin kobay idrarindan izole edilen in vivo metabolitlerinden 3'-

hidroksikotininin kotinin-N-oksitten daha yliksek oranda olustugu tespit edilmistir (63).

Farede ise kotininin major idrar metabolitleri olarak norkotinin, hidroksikotinin

ve 3-piridilasetik asit olusumu godzlenmistir (35).
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Kotininin genel metabolizmast

Kotininin in vitro metabolizmasi ile ilgili arastirmalar siiresince hamster
karaciger mikrozomlar ile inkiibasyonunda yeni bir primer metaboliti olan N'-hidroksi-

metilnorkotininin yapis1 GC-MS ile aydinlatilmigtir (177).
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Fenobarbital verilmis farelerde, kotininden metabolitlerinin olugumunda
Onemli artiglar kaydedilmis olup (97), fare karacigeri homojenat: ile kotininden
hidroksikotinin, 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramid ve/veya norkotinin

metabolitlerinin olustugu tespit edilmigtir (295).

(S)-Kotinin-N-oksitin tavsan ve kdpeklerdeki idrar metabolitleri olarak baslica
(S)-kotinin ile birlikte (S)-norkotinin, hidroksikotinin ve 5'-hidroksikotinin tayin
edilmistir. Bazi piridin N-oksitleri kendilerine karsilik gelen aminlere rediikleyen
E.kolinin, (S)-kotinin-N-oksitin, (S)-kotinine rediiksiyonunda karaciger enzimleri kadar

rol oynayabilecegi gozlenmistir (336).

Kobay karaciger mikrozomlarinin enzim kaynagi olarak kullanildign
aragtirmalarinda Li ve ark. (178), kotininin, 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramid ve 3'-

hidroksikotinine metabolize oldugunu bulmuglardir.

(-)-Kotininin kopek ve sigandan izole edilen metabolitlerinden biri de 4-(3-
piridil)-4-oksobutirik ~ asittir. Bu metabolit sicanlarda  4-(3-piridil)-4-okso-N-
metilbutiramid substratindan da olugmaktadir (278). McKennis ve ark. (198), kdpek
idraninda goriilen  4-(3-piridil)-4-metilaminobutirik asit metabolitinin fizyolojik

kosullarda kendiliginden laktam kotinine doniistiigtinii 6ne siirmiiglerdir.

Sai ve Gorrod (269), 4-(3-piridil)-4-okso-butirik asiti substrat, tavsan, sican,
kobay ve hamster karaciger mikrozomlarimi enzim kaynagi olarak kullandiklarn
calismalarinda hi¢ bir metabolit olusumunu gézlememisler ancak, ayni substrat1 farkli
deney hayvanlarmin 10000 g ve 27000 g ¢oziinebilen karaciger hiicresi fraksiyonlariyla
inkiibe ettiklerinde 4-(3-piridil)-4-hidroksibutirik asit ve 5-(3-piridil)-tetrahidrofuran-2-
on metabolitlerinin varligim kaydetmislerdir. Tavsan ve hamsterde daha yiiksek oranda

gerceklesen bu reaksiyonun tam tersi olan oksidasyon da miimkiindiir.
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Nikotinin asit metabolitlerinin birbirine déniigiimit

4.3.3.3 Norkotinin Metabolizmasi

Schwartz ve McKennis (279), oral intubasyonla verdikleri erkek albino
siganlarin idrarinda (-)-norkotininin metabolizmasin aragtirmiglar ve siganda kotininden
olustugu daha 6nce gosterilmis olan ve daha sonra ketoasit yapisindaki 4-(3-piridil)-4-
oksobutirik asite metabolize olan 4-(3-piridil)-4-oksobutiramid ara {iriinliniin varligini
bulmuglardr.

Kopek ve sican idrarinda (-)-norkotinin idrar metabolitleri olarak 4-(3-piridil)-
4-oksobutirik asit ve 4-(3-piridil)-4-hidroksibutirik asit elde edilmigtir (196).

Sican mikrozomlar1 kullanilarak norkotinin metabolizmasimin aragtirildig
¢alismalarinda Eldirdiri ve ark. (90), ketoamid olan 4-(3-piridil)-4- oksobutiramid ve
nikotinamid metabolitlerinin olugumunu gozlemlemislerdir. Ketoamid metabolitinin

miktar1 fenobarbitalle indiiklenmig sigan mikrozomlar: kullanildiginda artmagtir.
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4.3.4 Minor Nikotin Metabolitlerinin Metabolizmasi

4.3.4.1 4-(3-Piridil)-4-oksobutiramidin Metabolizmasi
4-(3-Piridil)-4-oksobutiramidin sican karacigeri mikrozomlart kullamlarak
aragtinlan metabolizmasinda asit yapiya sahip 4-(3-piridil)-4-oksobutirik asit ve

nikotinamid olustugu tayin edilmistir (90).

Nikotinamid olusumunun enzime baglt oldugu, 1siyla denatiire edilen

mikrozomlarla hi¢bir metabolit gézlenememesine dayandirilmisgtir.
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4.3.4.2 4-(3-Piridil)-4-okso-N-metil butiramidin Metabolizmasi

Sicanda bu ketoamidin idrar analizleri sonucu 4-(3-piridil)-4-oksobutirik aside
metabolize oldugu bulgusu, (-)-nikotinden 3-piridilasetik asit olusumunda bu yapinn

bir ara iiriin olabilecegi konusunda 6nemli bir kanittir (278).

4.3.5 Nikotin Alkaloidlerinin Farmakolojik ve Toksikolojik A¢idan

Incelenmesi

Radyoaktif nikotinin tavsan karaciger mikrozomlar ile inkiibe edilmesi sonucu
mikrozomal makromolekiillere kovalent baglarla baglanan metabolitlerin olusumu tayin
edilmistir, bu durum uzun siire sigara icen Kkigilerde rastlanan irreversibl birtakim
lezyonlarin olusumunda rol oynayabilmektedir. SKF 525-A ve n-oktilamin gibi ajanlar
bu baglanmay1 metabolizmayla birlikte inhibe ederken, fenobarbital iki durumu da
indiiklemigtir (289).

4.4 Nikotin Metabolizmasinda Enzimoloji

Sitokrom P450, karma fonksiyon oksijenaz sisteminin bir boliimii olan

hemoproteinlerin bir ailesidir.

Karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda ¢ok yiiksek bir oranda ve
ayrica hepatosit ¢cekirdegi ve ekstrahepatik dokularda da bulunmaktadir (9).

Karaciger, uzun siireli karsinojenik caligmalar igin en iyi hedef organdir. Bu

ozelligi ile de hem mekanik arastirmalara hem de risk tayinine imkan tanir (273).

Eksojen ve endojen kaynakli bilesenlerin oksidatif metabolizmasinda 6nemli
bir rol oynayan sitokrom P450 siiper familyas: her biri tek bir protein iireten 150'den
cok gene sahiptir. Son yillarda 27 familyaya béliinen bu siiper familyamn (Orn; P4501)

10 tanesi memelilerde bulunmus olup familyalarmm her biri de alt familyalara
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boliinmiistiir (Orn; P4501A), bu grubu takip eden tek genler de yine sayilarla ifade
edilmistir (Orn; P4501A1) (222).

Sitokrom P450 ve ¢esitli ilag metabolize edici karaciger enzimlerinin prototipik
indiikleyicisi olan fenobarbitalin sicanda P4502B geni alt familyasim aktive ettigi
gbzlenmigtir (324).

Farkli doku ve hiicre diizeylerinde yapilan hem in vitro hem de in vivo
caligmalar, ozellikle idrar metabolitlerinden elde edilen bulgular, nikotinin Faz I
metabolizmasinda baglica iki mikrozomal monooksijenaz sisteminin rol oynadigim

gostermektedir. Bunlardan ilki sitokrom P450 monooksijenaz digeri de flavin iceren

monooksijenazdir.
g i : : (0] . <0 .
Nornikotin <€— 220 NIKOTIN _™° o Nikotin-1'-N-oksit
Sit P450
Nikotin-A">-iminyum iyonu
iAldehid oksidaz
Kotinin
Sit P4AS0/ @450
cis ve trans Kotinin-1-N-oksit
3'-Hidroksikotinin

Nikotinin major metabolitlerinin olusumunda rol oynayan enzimler

Dss diinya ile insan viicudu arasindaki metabolik sinir1 olugturan sitokrom P450
enziminin farkliliklar gostermesi baz1  'idiyosenkratik' ilag reaksiyonlarim
aciklayabilmektedir. P450 profilindeki bireyler aras: farkliliklarin bazi hastaliklara kars:
gozlenen egilim farkini kismen aydinlatabilecegi diistintilmektedir (321).

Organik bilesiklerdeki azot, azotun pKa'sina gore iki farkli sekilde okside
olmaktadir. Diisiik pKa'ya sahip azotlu bilesiklerin sitokrom P450 enzimi ile, daha
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yiiksek pKa'ya sahip olanlarin ise flavin adenin niikleotide bagh bir enzim sistemi ile

oksidasyona ugradigy one stirtilmustiir (110).
4.4.1 Nikotin Metabolizmasinda Sitokrom P450 Enziminin Rolii

(S)-Nikotin ve sitokrom P450 arasindaki kuvvetli kompleksin, nikotinin o-
karbon oksidasyonunu bolgesel ve stereokimyasal olarak kontrol eden en ©nemli
parametre oldugu, farkhh sitokrom P450 model sistemleri kullamilarak bulunmugtur
(251).

Saflagtirma tekniklerindeki gelismeler de fenobarbitalle indiiklenebilen
sitokrom P450 enzimlerinin ¢esitli kollara ayrilabildigini gosterir (268).

Insanda kotininin P4502A6 enzimi ile trans-3'-hidroksikotinine metabolize
oldugu (215) ve son yillarda yapilan bir ¢alisma ile (212) bu enzimin kotininden 5'-

hidroksikotinin ve norkotinin olugumunu da katalizledigi bulunmustur (217).

P4502D6 enziminin ise, insanda nikotin ve kotinin metabolizmasinda major bir
rol oynamadig one stiriilmekte (25,208), sican karacigerinde ise kotinin olusumundan

sorumlu enzimin P4502B1 oldugu kaydedilmektedir (120).

P4502B6 enzimine benzer sekilde, P4502A6 enzimi de insan ve fare
karacigerinde oldukga farkli diizeylerde kaydedilmektedir (96).

Erkek sicanlarda nikotin oksidasyonunda rol oynayan major sitokrom P450
izoenzimi P4502C11'dir (221,325).

Tavgan karacigerinden saflastinnlmis P450 enzimleri iginde, nikotinden 5'-

oksidasyon ve N-metilhidroksilasyon metabolitleri en ¢ok P4502 ve 3B enzimleri ile
olugmaktadir (190).
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Hamster karaciger mikrozomlarinda kotininin, trans-3'-hidroksikotinin, 5'-
hidroksikotinin ve N-(hidroksimetil) norkotinine doniisiimiiniin insanda P4502A6'ya

benzeyen P4502A8 ile gergeklestigi bulunmustur (212).

P4502A6 enzimi, tiitlin yapisindaki karsinojenik nitrézaminlerin metabolik
aktivasyonunda da rol oynamaktadir. Bundan dolayi, bu nitrozaminlerin genotoksik
metabolitlerinin olusumu azalmug bir P4502A6 aktivitesi ile azalabilir ise bunun da bu

mekanizma ile olusan akciger kanseri riskini azaltabilecegi vurgulanmaktadir (180).
4.4.1.1 Kotinin Olusum Mekanizmasi

insanda nikotinin C-oksidasyonunu yani, nikotin-A'®’-iminyum iyonuna
doniigiimiinii saglayan P-450 enzimleri i¢inde en yiiksek aktiviteye P4502B6 enziminin
sahip oldugu, 2C9 ve 2E1 formlari ile az oranda aktivite elde edilirken; 2A6,2C8,2F1
gibi formlan ile bu oranin daha da azaldig: kaydedilmektedir (192,208,214). Nikotin N-

oksit olusumu ise bu enzimlerin hicbiri ile gdzlenememistir (95).

Insan, fare, sigan, hamster, tavsan ve kobay fetiisiinden hazirlanan karaciger
mikrozomlars ile nikotin-A"” '-iminyum iyonunun aldehid oksidazlar araciligiyla kotinine

metabolize oldugu bulunmustur (127).
Nikotin-A'"-iminyum iyonunun kobay ve sicanlara intraperitonal
injeksiyonundan sonra idrarda kotinin ve nikotin 1'-N-oksit metabolitleri bulunmugtur

(112).

Nikotin-A'"-iminyum iyonunun azot varliginda yapilan inkiibasyonu ile

kotinine baglanan oksijenin sudan kaynaklandig1 gdzlenmistir (112).
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Nikotinden metabolik yolla kotinin olugumu

Nikotin-A"*-iminyum iyonu molekiiler dzellikleri bakimindan aldehid oksidaz
enzimine ¢ok gliclii ilgi gostermektedir (41). Ancak Obach ve Vunakis (238), nikotin-
A'-iminyum iyonundan kotinin olusumunda sitosolik aldehid oksidazlardan baska,
mikrozomal fraksiyonla katalizlenen ve 6zellikle NAD, ¢ok az da NADP gerektiren,
oksijen kaynagi olarak da suyun kullanildigs ikinci bir yolun varliguu tavsan karacigeri
mikrozomlarini kullanarak agiklamiglardir.

Kotinin olusumunda insan karacigeri mikrozomal preparatinin enzim kaynag:
olarak kullanildigi ¢aligmalarinda Peterson ve ark. (252), iminyum iyonunun

olusumunun stereoselektif oldugunu gézlemlemislerdir.
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4.4.2 Nikotin Metabolizmasinda Flavin Iceren Monooksijenazlar
(FMO)"1n Rolii

Mikrozomal flavin iceren monooksijenazlar (FMO) c¢ok sayida ilag ve
ksenobiyotigin NADPH'a bagli metabolizmasini katalizerler. FMO enzimleri sigan, fare,
tavsan karacigeri, fare ve tavsan akcigeri (88,173) domuz, kopek karacigeri ve akcigeri
(76), fare bobregi (315), kobay ve hamster karacigeri, akcigeri ve bobreginden (310)
elde edilen mikrozomal preparatlardan saflagtiriimistir. Substrat affinitesi, immiinolojik
reaksiyonlar ve diger fiziksel ozelliklerde de gozlenen farkliliklar bu enzimin dokular

arasinda farkliliklar gosterdigine isaret etmektedir.

Tavsan akciger mikrozomlarindan izole edilen flavin iceren monooksijenazin

alkilamin substratlarinin N-oksitlere oksidasyonunu katalizledigi tayin edilmistir (257).

4.4.3 Nikotin ve Diger Tiitiin Alkaloidlerinin Sitokrom P-450 ve
FMO Tarafindan Ekstrahepatik Metabolizmas:

Ksenobiyotiklerin metabolizmasinda en Onemli organ karaciger olarak
bilinmekle birlikte, viicuttaki her doku, kismen dahi olsa en azindan baz1 eksojen

maddeleri metabolize edici enzim sistemlerine sahiptir.

Insanda akciger dokusunda lokalize olan sitokrom P450 enzimlerinin
aydinlatilmasi zor bir iglemdir. Ciinkii hasta ve nekrotik insan akcigeri ¢cok daha kolay
elde edilebilirken, enzim diizeyleri bu hastaliktan etkilenir. Bu nedenle de doku,
otopsiden ziyade cerrahi ya da biyopsi ile elde edilebilir. Immiinokimyasal yontemlerle
direkt olarak tanimlanan baglica enzim insan akcigerinde sit P4501A1'dir (328).

Insanda sit P4502F1, 4B1 akcigerden, 1A1 ise diger ekstrahepatik dokulardan
izole edilmis enzimler arasindadir (118).

Insan ve tavsan veya sican akciferi arasmndaki en 6nemli fark sitokrom

P450'nin spesiﬁk icerigindeki degismez farkhliklardir. Insan akcigeri ok diistik




seviyelerde sitokrom P450 icermesine ragmen, P450 ile gerceklesen metabolik
reaksiyonlarin ¢ogu hem erigkin hem de yeni dogan insan akcigerinde gozlenmektedir
(328). Titin icimiyle spesifik P4501 ile gerceklesen metabolik aktivite
indiiklenebilmektedir (328).

Tavsan akciger mikrozomlarinda sit P4502B1, sit P4504B1 ve daha az
seviyelerde de sit P4501A1 enzimlerinin varlig: bulunmustur (328).

Tavsan akcigeri sitokrom P4502 ve 5 enzimlerinden yalmizca P450 2, (S)-
nikotinden iminyum iyonu ve ¢ok az miktarlarda da nornikotin ve (S)-nikotin-1'-N-oksit
metabolitlerinin olusumunda aktif bulunurken flavin igeren monoksijenazlar (S)-nikotin

metabolizmasinda zayif bir roli Gstlenmektedir (331).

Bobrekte P450'nin immiinohistokimyast hakkinda kesin olarak, hayvanlarin
vaskiiler endotel hiicrelerinde polisiklik aromatik hidrokarbonlarla indiiklenebilen P450
ve bobrek epitel dokulari arasinda varolan ve/veya indiiklenebilen P450 formlarinin

proksimal tiibiillerde gdze ¢arpacak kadar ¢ok bulundugu kaydedilmektedir (9).

Cesitli memeli tiirlerinin burun mukozasinda P450 ehzimlerinin diizeyleri
karacigerdekinin %8-41'1 oraninda degigmektedir. Cok sayida ksenobiyotife karsi
burundaki P450 aktivitesi, karacigerdeki aktiviteye oranla c¢ok daha yiiksek
bulunmugtur. Bilinen burun karsinojenlerinden heksametil fosforamid yiiksek oranlarda
metabolize edilmektedir (84,334).

Tavgan burun mukozasinin mikrozomal fraksiyonu birbirinden farkli iki sit
P450 izoenzimi icermektedir: PASONMa ve PASONMb. Bunlardan P450NMa enzimi,
nikotinin metabolizmasinda hem C-oksidasyonda hem de N-oksidasyonda oOnemli

Olclide aktivite gostermektedir (85).
Williams ve ark. (330), tavsan burun mikrozomlarindan saflagtirilan P450NMa

enzimi tarafindan (S)-nikotinin, (S)-nikotin—Al"S'-iminyum iyonu, nornikotin ve (S)-

nikotin-1'-N-N'oksite metabolize oldugunu bulmuglardir.
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Tavsan P450NMa enzimine insanda karsilik gelen 2A3 ve 2A4 toksik ve
mutajenik metabolitleri aktive edebilmekte ve boylece de yiiksek seviyelerde bulunan

2A3 enzimi insan burun karsinojenleri i¢in risk faktorii olugturabilmektedir (334).

Sicanda var olan sitokrom P450 enzimlerinden biri de yemek borusunda

bulunan ve bazi nitroso bilesiklerinin aktivasyonunda rol oynayan P4502A3'tiir (109).

Sitokrom P450 enziminin katalizledigi biyotransformasyon reaksiyonlari
toksinlere ve karsinojenlere kargi ilk savunma merkezi olabilen ince barsakta da
meydana gelmektedir. Watkins ve ark. (322), insan ve sicanlarin ince barsak
mukozasinda karacigerdeki sitokrom P4507ere yapisal, immiinokimyasal ve de

fonksiyonel bakimdan benzeyen sitokrom P450 enzimlerinin varligini gézlemislerdir.

Ekstrahepatik dokulardan beyinde metabolizma, Ozellikle farmakolojik ve
toksikolojik sonuclar1 bakimindan biiyiik énem tasir (207). Ksenobiyotiklerin ¢ogu,
biyoaktivasyona ugradiklar: takdirde beyinde potansiyel toksisite gosterebilmektedirler.

Beyin, kan-beyin engelini olusturan endotelyal hiicreler arasindaki siki
baglantilarla kan yoluyla taginan kimyasallardan korunmasina ragmen, lipofilik 6zellik
gosteren bazi ksenobiyotikler beyin kilcallarinin endotelyal hiicreleri aracilifiyla
yayilarak beyne gecebilirler. Sican beyni, sitokrom P450 dagiliminda farkliliklar
gostermektedir. P4502B1, 2B2, 1A1, 1A2 ve 2E1 gibi yapisi aydinlatilmig karaciger

enzimleri ile immiinolojik benzerlikler tagiyan P450 cesitleri bulunur (260).

Deney hayvanlarimin beynindeki P450 seviyeleri karsilik gelen karaciger
seviyelerinin %4-10’u kadardir. Otopsi ile elde edilen insan beyninde P450 miktar1 30-
170 pmol/mg protein iken fare ve si¢can beyninde ise sirayla 40-100 pmol/mg protein

olarak bulunmustur (28).

Hem insan hem de sican beyninde mikrozomal ve mitokondriyal P450

sistemlerinin yaminda, model substratlar1 ve psikoaktif ilaclar1 N- ve S-oksidasyon

67



metabolitlerine doniistiirebilen flavin iceren monooksijenazlarin varligi bulunmustur

(260,261).

Nikotin, beyinde P450 ve bazi monooksijenaz aktivitelerinin segici

indiiksiyonuna yol agmaktadir (260).

4.4.4 Nikotin Metabolizmasinda Enzim Indiikleyici ve Inhibe Edici

Ajanlarin Rolii

Sitokrom P450 ailesindeki pek c¢ok izoenzim, genellikle bu enzimlere gogu
substrat olan ilaglar, ksenobiyotikler ve karsinojenler tarafindan indiiklenmektedir
(268).

Yalnizca ilaglar degil, etanol, ¢esitli yiyecekler ve sigara i¢ilmesi de baz: P450

enzimlerinin indiikleyicisi olabilmektedir (118).

Fenobarbital, insanda ve cok sayida deney hayvaminda nikotinin metabolik
yollarm1 ve bu yollar iizerinde indiikleyici ajanlarin etkisini aragtirmada en ¢ok

kullanilan ilactir.
Fenobarbital verilmis sicanlarda major metabolit kotininin 8 kat artmasiyla
birlikte nikotin eliminasyonunda Onemli artiglar gozlenmis, ancak sitokrom P448'in

indiikleyici ajan1 5,6-benzoflavon ile biyle bir artig kaydedilmemistir (267).

Aym indiikleyici ajanlarin etkisiyle akcigerdeki nikotin oksidasyonu,

fenobarbitalle karacigerdekine oranla daha az indiiklenmigtir (98).

3-Metilkolantren ya da -naftoflavon verilen siganlarin karacigerinde nikotin

oksidasyonunda herhangi bir spesifik degisim gozlenmemistir (218).

Fenobarbital verilmis tavsanlarda nikotinin 5-hidroksilasyon ve N-

metilhidroksilasyon —metabolitinin olusumunun iki kat arttifi, N-oksidasyon
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metabolitinin ise %30 azaldif1 kaydedilirken (190), sicanlarda ise idrarda en yiiksek
konsantrasyonda  tayin edilen metabolitin = 3'-hidroksikotinin, en  diisiik

konsantrasyondaki metabolitin de kotinin N-oksit oldugu gdzlenmistir (97).

Kobaylarda nikotinden olusan kotinin, kotinin-N-oksit, norkotinin, 3'-
hidroksikotinin ve glukronit konjugat1 ve norkotinin-A”~-enaminin miktari fenobarbital

ile artmug, nornikotin ve nikotin-1'-N-oksit miktarinda degisim gozlenmemistir (280).

Erkek ve disi sican hepatositleri fenobarbitalle indiiklendiginde kotinin ve
nornikotin metabolitlerinde artig gdzlenmis ancak nikotin-1'-N-oksitte bu artig

gozlenememigtir (165).

Kobay hepatositleri ile 3'-hidroksikotinin, kotinin ve nornikotin olusumu

fenobarbitalle indiiklenirken; farelerde bu indiiksiyon B-naftoflavon ile gergeklesmistir
(165).

Araklor 1254 ile indiiklenmis si¢anlarda nikotinin major idrar metaboliti 3'-
hidroksikotinin iken, kontrol grubunda cis-nikotin-1'-N-oksit major idrar metaboliti
olarak tayin edilmistir (275).

Insanlarda P450 enzimlerinin bazisinmn inhibisyonu da s6z konusu
olabilmektedir. Ornegin; greyfurt suyu P4503A4 substratlarimn oksidasyonunu inhibe
edebilmektedir. Bunun sebebi olarak da mide-barsakta meyvadan olusan bir flavonoid

tiirii gosterilmektedir (118).
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4.5 Nikotin ve Metabolitlerinin Genel Analiz Yontemleri

4.5.1 Nikotin ve Metabolitlerinin Biyolojik Sivilarda Tayini

Tiitlin tirtinlerinin kullanim1 ya da ¢evrede bulunan dumana maruz kalinmasi
ile nikotinin varligi viicut sivilarinda nikotin ve kotinin 6lgtimii ile tayin

edilebilmektedir. Nikotine ait en saglikli bilgi metabolik sonuglardan elde edilebilir.

Son yillarda, tiitlin irtinlerini kullananlarda metabolizmanin hizi, metabolitlerin
yapisinin aydinlatilmasi, metabolitlerin miktar tayini, idrarla atthm profillerinin
aciklanmasi gibi konularda gesitli caligmalar yapilmaktadir. Biitlin bu arastirmalar farkl
viicut sivilarinda nikotin ve metabolitlerinin miktar tayini ig¢in hassas ve glivenilir

yontemler sunmaktadir.

Idrar <€«— NIKOTIN ———p Yapisi aydinlatilamamisg

%9 %17 metabolitler
y w‘
NIKOTIN-N-OKSIT KOTININ
l %12/ \3,60
{drar Idrar Kotinin metabolitleri

Tutlin igenlerde nikotinin kantitatif metabolik yollar1 (141).

Nikotin ve metabolitlerinin analizinde hem immiinolojik (186) hem de
kromatografik yontemlerden yararlamilmaktadir. Nonpolar 6zellikteki nikotin
metabolitlerinin kromatografik analizi igin genellikle azot-fosfor (NPD) ya da mass
spektrometrik (MS) detektor gibi segici detektdrle yiliksek resoliisyonlu gaz
kromatografisi (HRGC) kullanilmaktadir (131,141,159,227).

Polar nikotin metabolitleri, konjugatlar ve katerner metabolitler ise ya gaz
kromatografisi ile analizden Once ugucu tiirevlerine doniistiiriilir ya da UV (184)
radyometrik ya da MS detektorii HPLC ile analiz edilir (188,189,341).
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Farkh tiirdeki deney hayvanlarinin idrarindan nikotinin 12 metabolitinin ayrim
saglanmigtir. Son yillarda yapilan caligmalar, insanda intravenz yoldan verilen
nikotinin ve tiitlin bagimlilarinda baglica idrar metabolitlerinin kotinin, trans-3'-
hidroksikotinin, nikotin, kotinin ve 3'-hidroksikotinin glukronik asit tiirevleri, nikotin-

I'-N-oksit, kotinin-1-N-oksit, norkotinin ve N-metilnikotinyum iyonlart oldugunu

gostermektedir.
——- :L
] Y | SN0 | STy
|
Y
0
Nikotin—1'-N-oksit Nornikotin Norkotinin Kotinin-1-N~-oksit
\ / / OH
\\\\ H
S
SN G A e
N~ Ch N~ Ch ™ N CHy
Nikotin Kotinin trans-3'-Hidroksikotinin
l l l OGlu
\\\\\ H
X
N/ CHy N/ CHg N CHg
| !
Glu Glu

Nikotin-B-glukronit Kotinin—B-glukronit  trans-3'-Hidroksikotinin-B-glukronit

Nikotinin major Faz I ve Faz II metabolitleri

FDA tarafindan sigarayr birakma tedavisinde farmakolojik bir ajan olarak
kullanilmas1 onaylanan nikotinin bugiin mevcut farmasétik preparatlardaki miktar tayini
de bahsedilen analitik yontemlerle yapilmaktadir (77).

Son yillarda nikotinin plazmadaki femtogram seviyelerindeki miktarlar1 dahi
gelistirilen yeni kombine analiz teknikleri ile bagarilabilmektedir (54).
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Gaz Kromatografisi (GC) Yiiksek Basinch Sivi

eFlame Iyonizasyon Kromatografisi (HPLC)
Dedektor (FID) i 1 oUV-VIS Detektor
eAlkali Flame Iyonizasyon 4— NIKOTIN _’ eDiode-Array Detektor
Dedektor ve . . eElektrokimyasal Detektor
(AFID) METABOLITLERI (EC)
»Azot-Fosfor Dedektor eRadyometrik Detektor
(NPD) eMass Spektrometrik
eMass Spektrometrik + Dedektor (MS)
Dedektsr (MS)

immiinolojik Yéntemler

sRadyoimmiinolojik Yontem (RIA)

eFluoresans Immiinolojik Yontem (FIA)

eEnzime Bagh Immiinoabsorbant
Yontem (ELISA)

Nikotin ve metabolitlerinin viicut sivilarinda tayini igin kullanlan teknikler

Ozellikle in vitro aragtirmalarda kullanilan analitik yontemlerin cogu biyolojik
materyalden nikotin ve metabolitlerinin hizli bir analizini yapmak amaciyla
gelistirilmistir. Onceki yillarda nikotin ve metabolitlerirﬁn birbirinden ayirim1 ve teghisi
icin  kagit kromatografisi (103,197,245) ve ince tabaka kromatografisi
(14,92,123,129,270,326) ve renk reaktifleri (73,86) kullanilmugtir.

HPLC Diode-array UV detektor sistemli bir ayuma tekniginden klinik ve
toksikolojik arastirmalarda yararlanilmakta olup, nikotin ve metabolitlerinin teghisinde
de siklikla kullamilmaktadir (91).

Teknolojik gelismelerle birlikte yiiksek aywrma giiciine sahip bu cihazlarin
nikotin ve metabolitlerinin teshisi ve miktar tayininde kullanilmasinin yam sira yukarida
bahsedilen yontemlere gore daha eski olan ince tabaka kromatografisine son yillarda
farkl: teknikler ilave edilerek ayni amagla kullanilmaktadir. Plazmadan ekstre edilen
nikotinin, nikotinik aside oksidasyonu esasina dayanan ITK-densitometre ile tayin (179)
ve klasik ITK ile HPLC'min avantajlarini beraberinde tastyan OPTLC (yiiksek basingli
ince tabaka kromatografisi) (256) kullanilmakta olan yontemlere drnektir.
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4.5.1.1 Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Nikotin ve kotininin biyolojik sivilarda tayini i¢in yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisine gore ¢ok Onemli bir iistiinliige sahip
degildir. Ancak polar ve nonpolar ozellikteki bilesiklerin ayirimu, 1siyla bozulma
olasihg: yiiksek olan yapilarin, bozunma olmaksizin tayini gibi avantajlarindan dolay:

gaz kromatografisine kiyasla tercih edilebilmektedir.

Nikotin ve kotinin i¢in yaklasik son 20 yildan bu yana pek ¢ok HPLC yontemi
geligtirilmigtir. Geligtirilen ilk yontemlerde nikotin ve kotininin ayirimi1 normal faz siv1
kromatografisi ile yapilmis (323) olmakla birlikte bugiin, aragtirmalarin ¢ogu zit faz
kromatografik yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir (Bkz. Tablo 4.3) (52,340).

Inkiibasyon karigimlarindan bilesiklerin izolasyonu genellikle sivi-sivi
ekstraksiyonu ile yapilmustir. HPLC ile farkli polaritedeki nikotin metabolitlerinin kisa
bir siirede aywrim miimkiin olabilir. Kyerematen ve ark. (167), sican plazma ve
idrarindan nikotin ve 12 metabolitinin izolasyonunu saglamuglardir. Uclii gradient
solvent sistemleri ile de nikotinin hem Faz I hem de Faz II daha ¢ok sayida metaboliti
teshis edilebilmektedir.

4.5.1.2 Gaz Kromatografisi (GC)

Gelisen kromatografik kolon teknolojisi, detektdr hassasiyetindeki son
gelismeler, daha gelismis cihazlarin kullanim ile Dbirlestiginde, nikotin ve
metabolitlerinin gaz kromatografisi ile tayininde tnemli ilerlemeler kaydedilmektedir.
Isinin programlanabilirlifi ve azota hassas detektor secimi ile plazma, tiikriik ve idrarda
nikotin ve kotinin tayin sinir1 ¢ok daha diigiik konsantrasyonlarda bagarilabilmigtir (Bkz.
Tablo 4.4).
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4.5.1.3 Gaz Kromatografisi-Mass Spektrometrisi (GC-MS)

Gaz kromatografisi ile kombine edilmis mass spektrometrisi (GC-MS) gibi
yliksek ayirma giiciine sahip iki teknigin birlesimi giintimiiz kimyasinda ¢ok etkili bir
analitik yontem olarak karsimza c¢ikmaktadir (225). Tiitlin igenlerin plazma ve
idrarinda, ayrica nikotin iceren farmasotik preparat icindeki nikotin tayininde,
farmakokinetik caligmalarinda yeteri kadar hassasiyeti saglamaktadir. Bu kombine
teknigin bir avantaji da yiiksek aywrma gilicline sahip secilmis iyon izleme (SIM:
Selective Ion Monitoring) yontemi ile plazmada nikotinin 100 femtogramdan kiigiik
seviyelerde tayinine imkan vermesidir. SIM kullanilan GC-MS uygulamalarindan
nikotinin metabolizmasinin arastirildigt cok sayida calismada yararlamlmigtir (Bkz.
Tablo 4.4) (147,148).

4.5.1.4 Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi-Mass Spektrometrisi
(LC-MS)

GC-MS aymimu, kombine edilmis analiz teknikleri icinde en yiiksek hassasiyeti
saglamakla birlikte, ucucu ve ancak 1styla bozulmayan maddelere uygulanabilir olmas1

cogu bilesigin analizini engellemektedir.

Ozellikle bu simrhilik peptidler, proteinler gibi biyolojik arastirmalarda Snemli
bir yer tutan smifi da kapsaymca LC ile kombine olan mass spektrometrisine ilgi
yogunlagtinlmistir. Ozellikle kantitatif tayin igin iyi bir kromatografik aymm saglayan
LC-MS teknigi SIM ile birlestiginde analizde hassasiyet maksimum diizeye ulagir ve
mass segici detektoriiniin avantajiu bir kez daha ortaya koyar, hizli 6rnek analizleri de
saglamug olur (Bkz. Tablo 4.5) (332).
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4.5.2 Insanlarda Nikotin ve Metabolitlerinin Tayini I¢in Kullamlan

Yeni Yontemler

Insan organizmasinda nikotinin dagilimi, nikotinin organizmaya alinmasindan
sonra genellikle plazmadaki konsantrasyonlarinin zamana karsi olugturdugu grafikler
esas alinarak yapilmaktadir. Ancak son yillarda nikotin, basli bagina kendisini i¢eren
nikotin sakiz1 ya da transdermal formiilasyonu gibi farmasétik bir preparat olarak da
kargimiza ¢gikmaktadir. Nikotinin tiim viicutta ve viicut bélimlerinde dagiliminin agiga

¢ikartilmasi fizyolojik ve farmakolojik etkilerinin de aydinlatiimasi yolunda 1g1k tutar.

Son zamanlarda 6zellikle insanlarda farkli dokularda ve organlarda nikotinin

dagilimim tayin eden yontemler gelistirilmisgtir.

Bu y6ntemlerden ilki bireyin organ ya da dokularindaki net degigimlerin direkt
Olglimiinii bagarabilen bolgesel kateterizasyondur. Aseptik kosullarda c¢aligmay:
gerektiren bu teknikte iizerinde aragtirmanin yapildigi bolgede komplikasyon riski

vardir.

Positron emission tomography (PET) teknigi, beyin boliimlerinde kan akig1 ve
oksijen tiiketiminin anlagilmasina katkida bulunur. Son zamanlarda PET tekniginden,
beyindeki n6ronal aktivite kontrolii ya da miskarinik reseptdrlerin aydinlatilmasi gibi
arastrmalarda yararlamlmistir (83,119). Insan ve maymun beyninde radyoaktif
nikotinin dagiliminin PET teknigi ile elde edilen bulgulari, daha 6nce nérofizyolojik ve
farmakolojik olarak da bulunan nikotinik reseptdrlerin dagilim: ile korelasyonludur
(236).

Alzheimerli hastalarda beyindeki nikotinik reseptorlerin sayisinda karakteristik
azalma da bu teknikle aydmlatilmigtir. Tiim viicuda ait PET izleme sistemleri
gﬁm’imﬁzde bulunmaktadir dolayisiyla, nikotinin yalnizca beyinde degil ayrica karaciger
ve bobrekte de bolgesel dagiliminin kontroliine imkan tamir ve bu organlarda nikotinin

fizyolojisinin anlagilmasinda 1g1k tutar.
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Niikleer magnetik rezonans (NMR) spektroskopisi nikotin ve metabolitlerinin
plazma ve idrarda tayininde kullanilmaktadir (249,329). Bu ¢alisma teknigi, 6zellikle
vendz Ozellikteki damarlar gibi bolgesel kan havuzlarinda paramagnetik
deoksihemoglobinin degisen miktar1 ile olusan doku oksijenasyonundaki farklhiliklarinin
tayinini saglar. Titlin i¢imi ya da nikotinin infiizyonuyla, oksijen tiikketiminin
artmasindan dolayi, NMR teknigi viicudun farkli bélgelerinde nikotinin etkileri ve

dokulara dagilimimin kontroltinde yararli bir teknik olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Arag ve Gerecler
5.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyak (Merck), Asetanilid (Merck), Aseton (Lab Scan), Asetonitril
(Labscan), Benzaldehit (Merck), Benzen (Merck), Benzil Kloriir (Merck), Benzoil
Kloriir (Merck), Benzoilmetilamin®, Dietileter (Merck), Diklorometan (Merck),
Dimetilformamid (Fluka), Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Merck), Etil asetat
(Fluka), Fenobarbital sodyum (Fluka), Glukoz-6-fosfat disodyum (British Drug
Houses), Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (Boehringer Manheim Corporation), Hidroklorik
asit (Merck), 3'-Hidroksikotinin~, 5'-Hidroksikotinin™, Kalsiyum kloriir (Merck), 4-
Klorobenzaldehit (Fluka), 4-Klorobenzil kloriir (Merck), 4-Klorobenzoil kloriir
(Aldrich), Kloroform (Merck), Kotinin perklorat**, Magnezyum Kloriir (Merck),
Metanol (Merck), Nikotinamid (Merck), B-Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
disodyum (Sigma), Nornikotin~~, Nornikotin dikamsilat™", Norkotinin™, Orto fosforik
asit (Merck), Petrol eteri (Riedel de Haén), 4—(3-piridil)-4-oksobutiramid**, 4-(3-piridil)-
4-okso-N-metilbutiramid”", Potasyum Kloriir (Merck), Silikajel 60 F 254 (Aliminyum
tizerine kaplanmis hazir plaklar) (Merck), Silikajel 60-GF 254 (Kalin tabaka
kromatografisi plaklarim kaplamada kullanmak igin), Sodyum Bikarbonat (Merck),
Sodyum Hidroksit (Merck), Sodyum Hidriir (Merck), Sodyum Iyodiir (Merck), Sodyum
Karbonat (Merck), Sodyum kloriir (Merck), Sukroz (Merck), Susuz Sodyum Siilfat
(Merck), Trietilamin (Aldrich), Tris Tampon (British Drug Houses).

*

Prof. Dr. Mert Ulgen'den temin edilmistir.
Prof. Dr. John W. Gorrod’a.
Dr. Peyton Jacob (III)’a sonsuz tesekkiirlerimi borg bilirim.

L

ks
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5.1.2 Kullanmilan Elektronik Cihazlar

Banka Santrifiijii
Bidistile Su Cihazi

Cam Tanklar

El Homojenizatorii
Elektrikli Homojenizator
Elementel Analiz Cihazi
Erime Sicaklig1 Tayin Aleti
Etiiv

Evaporator

Hassas Terazi

Infrared Spektrofotometre
Inkiibator

Kiitle Spektrometre
Magnetik Karigtirict

pH Metre

Sogutmal1 Santrifiij

Tiip Calkalayici
Ultrasonik Banyo
Ultraviyole Lamba
Ultraviyole Spektrofotometre
Vortex

Hettich EBA 8 S
Millipore Milli Q-RG
Hanovia, Berkshire
Fisons Scientific Apparatus
IKA Werke T25

Carlo Erba 1106
Biichi-530

Haraeus Instruments

IKA Werke RV 05-ST
Sartorius Analitik A 200S
Mattson 1000 FITR
Memmert SV 1422
Fisons Instruments VG Platform
IKA Labortechnik

Hanna HI 9321

Sigma 3K 30

Heidolph, Duomax 1030
Bransonic 221

Hanovia, Berkshire
Beckman DU 530

IKA MS2 Minishaker

IR Spektrumlarmmn almmasma olanak saglayan Istanbul Teknik Universitesi Kimya Fakiiltesi
Anorganik Kimya Anabilim Dal1 Bagkanligi’na tegekkiir ederim.
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5.2 Yontemler
5.2.1 Tersiyer Aminlerin (I ve II) Sentezi

Nornikotin az miktar dimetilformamidde ¢oziildiikten sonra bir cam balona
alinarak tizerine hesaplanmig miktarda sodyum iyodiir ve sodyum karbonat ilave edildi.
Karigim 90°C’de geri ¢eviren sogutucu altinda bir siire isitildiktan sonra ortama benzil
kloriir ya da p-klorobenzil kloriir porsiyonlar halinde yaklagik 1 saat i¢inde ilave
edilirken reaksiyonun sicakligi 100°C’de sabit tutuldu.

Tersiyer aminlerin olusumu sirasinda ITK ile elde edilen sonuglara gére
reaksiyon ortaminda tersiyer aminlerin yamsira bazi yan iriinler de bulunmaktaydi.
Dimetilformamid igindeki reaksiyon ortamina bidistile su eklenerek sogutuldu. Tersiyer
amin I su ilavesiyle ¢tken katinin siiziiliip, suyla yikanmast, II ise sulu fazin 6nce petrol

eteri, ardindan da dietileterle ekstre edilmesi suretiyle elde edildi.
5.2.2 Amidlerin (I a ve II a) Sentezi

Nornikotin benzende ¢oziilerek reaksiyonun kabi geri g¢eviren sogutucu altinda
sicaklig1 90-100°C’ye ayarlanmus elektrikli mantoda 1sitilmaya baglandi ve hesaplanmis
miktarda sodyum hidriir ilave edilerek 1sitilmaya devam edildi. Kisa bir siire sonra
reaksiyon ortaminda olusan sodyum tuzunun iizerine benzende ¢6ziilmiis halde bulunan
benzoil kloriir ya da p-klorobenzoil kloriir ¢6zeltisi damla damla eklendi. Reaksiyon
ortamimun sicaklign 120-130°C’de sabit tutularak 1sitmaya devam edildi ve ITK
analizleri ile amid olusumu optimum seviyede gézlendiginde reaksiyonlar durduruldu.
Sogutulunca ortama ¢oken kat1 maddeler siiziilerek alindi, soguk benzenle yikand:. ITK
sonuglar1 ile T a’mn saf oldufu gozlendi. II a igin ise petrol eteri-diklorometan

karigimindan billurlandirma yapildi.
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5.2.3 Laktamlarin (I b ve II b) Sentezi

Laktamlarin sentezi, amidlerinkine benzer yontemle yapildi. Baglangic maddesi
olarak norkotininin kullanildig: bu reaksiyonlarda organik c¢oziicii benzenli ortamda esit
mol sodyum hidriir ilave edilip geri ¢eviren sogutucu altinda 90-100°C’ye 1sitmakla
norkotinin sodyum tuzu elde edildi. Benzende ¢6ziilmiis benzil kloriir ya da p-kloro
benzil kloriirtin kii¢iik porsiyonlar halinde karisima eklenmesi ile laktamlar olugturuldu.
Reaksiyonlarin ilerleyisi ITK ile izlendi ve laktama ait lekenin maksimuma ulastig1 yani
baglangic maddelerinin azaldigt zaman reaksiyonlar durdurularak benzenli ¢ozeltiler
stizildii ve coziicii alcak basing altinda uguruldu. I b’ye ait ham {iirlin organik
coziiciilerle yikanarak II b’ye ait ham {lirtin ise preparatif KTK ile 5.2.5’te anlatilan

yontem izlenerek saflagtirildi.
5.2.4 Ince Tabaka Kromatografisi ITK)

Arastirmada tizeri 0.25 mm kalinlifinda silika jel ile nceden kaplanmusg, 20x20
cm boyutlarinda hazir aluminyum plaklar (Silikajel 60 F254, Merck) kullanildi.
Metabolik deneylerde kullanilan substratlar ve olasi metabolitlerinden olugan analitler,
uygun bir hacimde (1mg/mL gibi) metanol ya da metanolde ¢oziintirligiin olmadig:
durumlarda bagka bir ¢oziiciide (aseton, eter vb...) ¢oziilerek kilcal borular yardimyla,
plaklarin alt kenarindan 2 cm mesafedeki baglangi¢ ¢izgisine birer cm aralik birakilarak

adsorban madde iizerine tatbik edilerek ¢oziiciilerinin ugmasi igin beklendi.

Kromatografi i¢in kullanilan cam tanklara 100 mL mobil faz karigim ilave
edilerek c¢oziicii buhartyla doymasimi saglamak amaciyla 20x20 cm boyutlarinda
kesilmis bir siizge¢ kagid1 yerlestirildi ve kapaklar: sikica kapatilarak tanklarin tamamen
doymast saglandiktan sonra orneklerin tatbik edildigi plaklar diigeyle hafif bir a1
yapacak sekilde yerlestirildi. Boylelikle mobil fazin baglangi¢c noktasindan fronta kadar
ulagmasi saglandi. ITK ¢alismalarinda kullanilan ¢oziicii sistemleri:

A= Kloroform: Metanol: Amonyak (9:3:1, h/h)
Ao= Kloroform; Metanol (9:3, h/h)
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Developmandan sonra tanktan ¢ikartilan plaklar kurumaya birakilds.
Kromatografi plagina tatbik edilen orneklerin plak iizerindeki yerleri 254 nm’lik
ultraviyole 1g1k altinda belirlendi. Elde edilen lekelerin uygulama noktasina olan
uzaklig1 ve ¢oziicli frontunun uygulama noktasina olan uzakligi Slgiilerek her bilesik
icin Rfx100 degeri hesaplandi.

Daha sonra gesitli ptiskiirtme belirtegleri uygulanarak bilegiklerin verdikleri
renkler kaydedildi (Bkz. Tablo 5.1).

Tablo 5.1 ITK Analizlerinde Kullanilan Belirtegler

Dragendorff Belirteci
(A) 2g. Bizmut subnitrat, 25 mL asetik asit ve 100 mL su karigiminda ¢6ziiliir.
D: | (B) 40g. Potasyum iyodiir 100 mL suda ¢6ziiliir.

Dragendorff belirteci kullanilacagi zaman, 1 mL A ¢dzeltisi, 1 mL B ¢6zeltisi ve 2mL
asetik asit almarak 10 mL’ye distile suyla tamamlanir.

Tollens (Amonyakh Giimiis Nitrat) Belirteci

D, |Gumils nitrat ¢dzeltisi (%10) iizerine ¢dkelti olusumu tamamlanincaya kadar damla
> |damla 2M sodyum hidroksit; bu kartgim iizerine berrak bir ¢ézelti elde edilinceye kadar
amonyak ilave edilir.

Dimetilaminosinnamaldehit Belirteci

D; [4- Dimetilaminosinnamaldehitin 1M, 50 mL hidroklorik asit ve 50 mL etanoldeki
%0.2’lik ¢ozeltisi.

Erlich Belirteci

Ds | 4- Dimetilaminobenzaldehitin derisik hidroklorik asit igindeki %10°luk ¢ozeltisidir.
Kullanilmadan hemen 6nce asetonla 1:4 oranda seyreltilir.

3.2.5 Preparatif Kalin Tabaka Kromatografisi (KTK)

Sentezlenen bilesiklerden IIb'ye sentez baglangi maddelerinden ya da
reaksiyon yan Uriinlerinden kurtarmak igin preparatif kalin tabaka kromatografisi
uygulandz.

e Plaklarin Hazirlanmasi: Preparatif kalin tabaka kromatografisi igin
kullanilacak olan cam plaklar (20x20 cm) 6nce etanol, sonra da asetonla silinip
kurutuldu. Bes adet preparatif plak hazirlamak igin 60 g silika jel (Silica gel 60 GF254,
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Merck), 120 mL distile su ile kapakli bir erlende kuvvetlice galkalanarak bulamag
haline getirildi. Plak ¢ekici cihazin haznesine yerlestirilen plaklar, tabaka kalinlig: 0.5
mm’ye ayarlandiktan sonra hazirlanan bulamagla kaplandi. Kurumasi i¢in oda

sicakliginda bir siire bekletilen plaklar, 100°C’lik etiivde 1 saat tutularak aktive edildi.

e Orneklerin Plaklara Tatbiki ve Saf Maddelerin Izolasyonu: Izolasyonu
yapilacak olan kanigim halindeki Ornek ¢oziinebilecegi miktarda organik ¢oziictide
¢oziilerek preparatif plaklarin alt kenarindan 2 cm yiikseklikte diiz bir ¢izgi tizerine dar
bir bant halinde tatbik edilerek kurutuldu. Plaklar, béliim 5.2.4’te anlatildig sekilde
hazirlanmis olan tanklara yerlestirildi, mobil fazin baslangic noktasindan fronta
ilerlemesi saglanarak, developmandan sonra tanktan ¢ikartilan plaklar kurumaya
birakildi.

Plaklar tizerinde ayrilan bantlar, 254 nm’lik ultraviyole lamba altinda goriiniir
hale getirildi ve izolasyonu yapilacak leke plagn ¢ok kiigiik bir kismuna piiskiirtiilen
belirte¢ yardimiyla kesinlestirildi. S6zkonusu maddeye ait bant kazmnarak adsorban
maddenin uygun bir organik ¢6ziiciiyle (diklorometan) eliisyonu yapildi ve ¢oziiciiniin

ugurulmasiyla saf madde kazanildu.
3.2.6 Yiiksek Basinchi Sivi Kromatografisi (HPLC)

Aragtirmamiz i¢ ayn HPLC cihaziyla gergeklestirildi. Bunlardan birincisi,
nornikotin ve norkotinin tiirevi sentez maddelerinin safliginin kontrolii i¢in, digerleri de
substratlarin olast metabolitlerinden ayrimini saglamak ve olusan metabolitlerin miktar
tayini ¢aligmalaninda kullanildi. Bu cihazlanin modiillerine iligkin bilgiler asagida
gruplandirilarak verilmigtir.

(D Bu zit faz izokratik HPLC sisteminin kurulmasinda bir Gilson ¢6ziicii
dagitim tnitesi (pompa), 20 puL.’lik bir loop baglanmls Rheodyne model 7125 enjektér,
bir Spherisorb 5 pm ODS (250x4,6 mm id) marka 6n kolon, Waters u-Bondapak C;g
kolon, degisken dalga boylu bir Milton Roy spectro Monitor III (model 1204 A) UV
detektor ve bir Schimadzu C-R8A integrat6r kullanildi.
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(ID) Gradient teknik ile ¢alismaya olanak saglayan bu sistem bir Waters 600
controller iinitesine bagh Waters 600 pompa, 20,50 ya da 100 uL’lik bir loop baglanmis
Rheodyne (model- 71251) enjektsr, Waters marka Novapak 6n kolon, Waters marka gaz
giderici, degisken dalga boylu bir Waters (model-481) detektor ve ProGC Data Station

kromatografik veri toplayici sistemden ibaretti.

(IIT) Bu izokratik HPLC sisteminin modiillerini de Waters (model-510) pompa
ve Rheodyne marka 50 uL’lik loop baglanmus enjektdr sistemi, Waters marka Novapak
on kolon, Waters detektor (model-481) ve bir Software Unicam 4480 kromatografik

veri toplayici sistem olugturuyordu.

Caligmamiz sirasinda farkli 6zellikte birden fazla zit faz kolon kullanildi.
Kalitatif ve kantitatif analizlerde kullanilan kolonlar &zellikleri ile birlikte asagida
belirtilmistir (Bkz. Tablo 5.2). Bu kolonlarin hangi cihazla birlikte kullanildig1 Tablo
5.3'te ayrmtili olarak belirtilmistir.

Tablo 5.2 HPLC Analizlerinde Kullanilan Kolonlar ve Ozellikleri

Kolon Markasi Partikiil Buyukligt
u- Bondapak C;g 3.9x300 mmi.d.
Novapak Ci3 39x 150 mmi.d.
Spherisorb S5 ODS1 2 x 250 mm i.d.
Kromasil 100-5C;3 25cmx 4.6 mm i.d.

Substrat ve metabolitleri en az 5 mg tam olarak tartildiktan sonra mg/mL
konsantrasyonu saglayacak sekilde metanolde ¢oziildii. Hazirlanan seyreltik standart
¢ozeltilerden gerektiginde tekrar seyreltilerek 5-50 pL hacimler Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografa enjekte edildi. Boylelikle substrat ve metabolitlerin kolonda ayirimlari
saglanarak tutulma zamanlar tespit edildi.

Bazi substratlarin inkiibasyonundan sonra elde edilen metabolik ekstrelerin

HPLC analizi i¢in, tayin edilen metabolitlerin yapilarimin aydinlatilmasinda yardimer

86




olmas1 amaciyla sisteme bir Agilent marka diode-array UV detektdr baglanmigtir. Bu
cihazla standartlarin ve metabolitlerin UV spektrumlart HPLC analizleri ile aym: anda

alinmis ve karsilastirilmalart miimkiin olabilmisgtir.
Mobil fazlar hazirlandiktan sonra stiziilmesi igin Sartorius stizme kiti (Sartorius
Instruments Ltd., Belmont, Surrey); siiziilen ¢oziicli sistemlerinin gazinin giderilmesi

icin ise Bransonic 221 marka ultrasonik banyo kullanildu.

Arastirmada kullanilan mobil faz sistemleri ve caligma kosullar1 agagidaki

tabloda (Bkz. Tablo 5.3) belirtilmigtir.

Tablo 5.3 Yiiksek Basinglt S1vi Kromatografisinde Kullanilan Mobil Fazlar

i Detektor
HPLC Mobil Faz
Progglly i Bilesimi Oran (b/h) | SonpH | Akig Hizi | Dalga boyu Kolon
A (nm)
S, I |ACN:FT:TEA 100:899:1 7 0.7 260 g'B"“dap ak
18
— . Novapak C;g
S, I ACN:FT:TEA 80:919:1 7.2 0.7 260 3.9%150mm
o o Spherisorb
Ss 1 ACN:FT:TEA 120:879:1 6.72 0.7 260 Cys S5 0DS1

ACN: Asetonitril; FT: Fosfat tamponu (0.02 M, pH=7.4); TEA: Trietilamin Hassasiyet: 10 mV; Kagit
Hiz: 0.25 cmo/dak.

Olas1 metabolitlerinin sayist diger setlere gore daha ¢ok olan kotinin setinin
aymmt igin cok sayida sistem denendi. Asagidaki tablolarda bu sistemlerin bazisi
goriilmektedir (Bkz. Tablo 5.4 ve Tablo 5.5).

Tablo 5.4 Kotinin ve Olas1 Metabolitlerin Ayirim I¢in Denenen Bazi Isokratik HPLC
Sistemleri

Akis Detektor
Program | Mobil Faz Bilesimi | Oran (b/h) | Son pH Hizt dalga boyu Kolon
A (nm)
B, ACN: FT: TEA 100:899:1 7 0.7 260 Novapak Cis
B, ACN: FT: TEA 100:899:1 7 260 Kromasil Cig
B; ACN: FT: TEA 90:909:1 7 1 260 Kromasil Cyg
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Tablo 5.5 Kotinin ve Olasi Metabolitlerin Ayirimu Igin Denenen Gradient HPLC
Sistemleri

Detektor
Program Mobil Faz Bilesimi Curve | SonpH | Akis Hiz1 | dalga boyu Kolon
A (nm)

t= 0.dak;B’den %92,A’dan%8
B, t=20.dak; B’den %90, A’dan %10 3 7
t=25.dak; B’den %80, A’dan %20

260 Kromasil C;g

t= 0.dak; B’den %92, A’dan %8

Bs t=25.dak; B’den %80, A’dan 20

[ERUR NG NV U

260 Kromasil Cyg

A= Asetonitril: B= Fosfat tamponu (0.02M, pH:7.4), %0.1 trietilamin.

Tezimizin konular1 arasinda yer alan, nornikotin tiirevi tersiyer amin
yapismdaki sentez bilesiklerinden N-1'-benzilnornikotin ve N-1'-(p-klorobenzil)
nornikotin ile amid yapisindaki N-1'-benzoilnornikotin, N-1’-(p-klorobenzoil)
nornikotinin sican karaciferi mikrozomlar: ile metabolizmasi calisilmadan 6nce bu
substratlar ve ilgili metabolitlerinin HPLC ayirimlar igin mobil faz sistemleri denendi.
Bu setlere ait HPLC analizi ile ilgili bilgiler asagidaki tabloda goriilmektedir (Bkz.
Tablo 5.6).

Tablo 5.6. Sentezlenen Substratlar ve Olasi Metabolitlerinin Ayirimu Igin Kullanilan
HPLC Sistemleri

Detektor
HPLC . e Akisg Dalga
Program Cihaz: Mobil Faz Bilegimi Curve | Son pH Huza Boyu Kolon
A (nm)
t=0.dak;B’den%78, A’dan%22 Novanak
Ss I t=15.dak;B’den%78,A’ dan%22 6 5 0.7 210 pl pa
t=20.dak;B’den%40,A’dan%60 18
t=0.dak;B’den%78,A’dan%22
t=15.dak;B’den%78,A’dan%22 Novapak
Ss T 1 20.dak:B’den%70.A’dan%30|  © 3 0.7 210 Cis
t=25.dak;B’den%40,A’dan%60
Detektor
HPLC . o Akis | Dalga
Program Cihazi Mobil Faz Bilesimi Oran Son pH Hizt Boyu Kolon
A (nm)
Se i ACN: FT: TEA 250:749:1| 7.15 0.6 210 N°éapak
18
S I |ACN:FT: TEA 290:709:1| 7.15 | 07 210 N"E’:afak
1

A, ACN= Asetonitril; B= Fosfat tamponu (0.02 M, pH=7.4), %0.1 Trietilamin; FT= Fosfat tamponu;
TEA= Trietilamin
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5.2.7 Karaciger Mikrozomal Preparatimn Hazirlanmasi

5.2.7.1 Mikrozomlarm Hazirlanmasinda Kullanilan Cézeltiler

Mikrozomlarin hazirlanmasinda;

e Izotonik sodyum kloriir (% 0.9),

e Sukroz ¢ozeltisi (0.25 M),

¢ Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (80 mM),

¢ Potasyum klortir ¢cozeltisi (0.15 M),

e Fosfat tamponu (0.2 M; pH: 7.4) kullanilmustur.

Fosfat tamponunun hazirlanmasi igin ise;
e Disodyum hidrojen fosfat dihidrat 28.6¢g
e Potasyum dihidrojen otofosfat 54¢
e Bidistile su 11t
kullanilmus olup, son hacme tamamlamadan 6nce ¢ozeltinin pH’1 ortofosforik asitle

7.4’e ayarlanmugtir.

5.2.7.2 Deney Hayvanlari

Calismada Wistar albino yetigkin disi ve erkek siganlar (200-250 g) kullanild1.”

Bu ¢aligmanin protokolii ve deney hayvanlari ile ilgili uygulamalar icin
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlarn Etik Kurulu’ndan onay
alinmugtir.

5.2.7.3 Mikrozomal Siispansiyonun Hazirlanmasi

Karaciger mikrozomal preparatinin hazirlanmas: icin kalsiyum kloriir ¢oktiirme

yonteminden yararlanildi. Arastirmada kullanilan deney hayvanlar servikal dislokasyon

Deney hayvanlarinin teminine olanak saglayan M.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog. Dr. Feyza Kartal'a tesekkiir ederim.
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ile oldiiriilmeden Once bir gece ag¢ birakildi ve yalnizca su diyeti uygulandi. Enzim
denatiirasyonunu en aza indirmek i¢in biitiin islemler 0-4°C’de yani buz banyosunda

yapildi.
Servikal dislokasyon ile 6ldiiriilen siganlarin karacigerleri ¢ikartilarak;

e Izotonik sodyum kloriir (% 0.9 a/h) ¢bzeltisi igine aktarildi,

e Siizgec kagitlan arasinda kurutulup tartilan karacigerler ¢ok hizli bir sekilde
ince parcalara kesilerek, 0.25 M sukroz ¢ozeltisi (1 g karaciger icin 3 mL) bulunan
homojenizator kabina aktanlds,

e Elektrikli homojenizattrle dusik hizda 3 kez 10’ar saniye yapilan
homojenizasyondan sonra el homojenizatorii ile homojenizasyon gergeklestirildi.

e Homojenat, 4°C’ye ayarlanmig sogutmali santrifiijde 10.500 rpm’de, 30
dakika santrifiijlendi.

e Niikleus, mitokondri, hiicre yikintilart ve bozulmamig hiicre partikiillerini
iceren pellet atildi,

e Mikrozomlar ve  hiicrenin  ¢Oziinebilen  fraksiyonlarim  iceren
postmitokondriyel stipernatant meziire alinarak hacni 6l¢iildii,

o Siipernatant iizerine 80 mM kalsiyum kloriir g(izeltisi' (9 mL stipernatant igin
1mL) eklendi,

¢ El homojenizatort ile iyice homojenize edildi,

e Kanigim, endoplazmik retikulum fragmentinin ¢dkmesi igin 5 dakika
bekletildi,

e Sogutmali santrifiijde 4°C’de 15.500 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi,

e Siipernatant kismm dikkatle ayrilarak atildi,

e Pellet kismina 0.15 M potasyum kloriir (ilk stipernatant ve kalsiyum kloriir
cozeltilerinin hacminin toplami kadar hacimde) eklendi,

¢ El homojenizatorii ile stispansiyonun karistirtimasindan sonra,

e Homojenat 15.500 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek kalsiyum kloriir ve
proteinlerin fazlas1 uzaklastirldi,

¢ Supernatant ayrilarak atild,

e Yikanmis mikrozomlan igeren pellete, buzla sogutulmus, 0.2 M, pH:7.4

fosfat tamponu eklendi,
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¢ El homojenizatorii ile karigtirilarak homojenize edildi,
e Siispansiyonun 1mL’sinde 0.5 g orijinal karaciger ihtiva eden mikrozomal

preparat sonradan kullanilmak tizere -80°C’deki derin dondurucuda saklandi.

5.2.8 Beyin Homojenatinin Hazirlanmasi

Beyin homojenatlar1 Jacob ve ark. (145), tarafindan belirtilen yonteme gore
hazirlandi. Karaciger mikrozomal preparatimin hazirlanmasindan 6nceki agamada
oldugu gibi siganlar bir gece a¢ birakilarak yalnizca su verildi. Servikal dislokasyon ile
oldiiriilen siganlarin beyinleri ¢ikartilarak;

e Izotonik potasyum kloriir (% 0.9 a/h) ¢ozeltisi i¢ine aktarildi,

o Siizge¢ kagitlan arasinda hizlica kurutulup tartildiktan sonra ince pargalar
halinde kesildi,

e Kiigtik pargalar halindeki beyin dokusuna pH: 7.4 olan Tris-potasyum Kloriir
cozeltisi eklendi,

e Teflon bir havan eli ve bir cam tiipten ibaret olan homojenizatér iginde
dikkatle karigtirilds,

e Siispansiyonun 1 mL’sinde 0.5 g beyin dokusu ihtiva eden homojenat enzim

kaynag1 olarak yararlanilacagi deneyde derhal kullanildi.

Tris-potasyum kloriir tamponunun hazirlanmas igin;

e Potasyum kloriir 115g
o Tris 3034 g
o Bidistile su 11t

kullamlmis olup son hacme tamamlanmadan 6nce ¢ozeltinin pH’1 hidroklorik asitle

7.4’e ayarlanmistir.
5.2.9 Enzim Kaynaklarinin Fenobarbitalle indiiksiyonu

Deney hayvam olarak segilen siganlarin bir grubuna 5 giin boyunca izotonik
sodyum Kklorlir ¢ozeltisinde ¢6ziilmiis olarak 60 mg/kg fenobarbital sodyum diger
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grubuna ise yalnizca tuz ¢ozeltisi intraperitonal yoldan giinde bir kez enjekte edildi
(220). Fenobarbital enjeksiyonunun bitiminden 24 saat sonra hayvanlar servikal
dislokasyonla 6ldiiriiltip, karaciger ve beyinleri izole edilerek 5.2.7 ve 5.2.8°de belirtilen

yontemlerle mikrozomal preparat ve beyin homojenatlar: hazirlandi.

5.2.10 inkiibasyon

5.2.10.1 Standart Kofaktor Karisimlar

Oksidasyon, aromatik hidroksilasyon ve rediiksiyon gibi metabolik
reaksiyonlar i¢in, standart bir inkiibasyon erleni bagina ihtiyag¢ duyulan kofaktorler ve
miktarlar1 agagidaki tabloda verilmigtir. Bir inkiibasyon erleni igin 2 ml fosfat
tamponunda ¢6ziilerek inkitbasyondan hemen 6nce hazirlanan kofaktdr karigimi iginde
bekletildigi takdirde hizlica deaktive olabilen glukoz 6-fosfat dehidrojenaz enzimi 6n
inkiibasyondan hemen 6nce bu karisima ilave edildi. Metabolik reaksiyonlar igin gerekli
olan NADPH, bu standart karigim sayesinde olusturulmaktadir (Bkz. Tablo 5.7).

Tablo 5.7 Oksidatif Mikrozomal Metabolizma Reaksiyonlarinda
Kullanilan Standart Kofakt6r Karisimin Igerigi ve Miktarlari

Kofaktor Miktar
NADP Disodyum 1.57 mg (2 ymol)
G-6-P Disodyum ' 3.04 mg (10 pumol)
G-6-P Dehidrojenaz 1.40 pL (1 tinite)
MgC1, (%50, a/a) 8.00 pL (20 umol)

5.2.10.2 Standart Inkiibasyon Prosediirii

Inkiibasyonlar, 25 mL’lik @istii agik erlenlerde, sicaklign 37°C’ye ayarlanmig
inkitbatorde (galkalama hareketi yapabilen su banyosu) biyolojik sistemle ilgili
substratin reaksiyonu esasina dayanir. Erlen bagina 2’ser mL kofaktor ¢6zeltisi NADPH
tiretimini saglamak amaciyla, 37°C’de 5 dakika 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Sonra bir

inkiibasyon erleni basina 50 pL. metanolde ¢6ziilmiis olan 2 pmol substrat ve hemen
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ardindan 1’er mL mikrozomal preparat ya da beyin homojenat: ilave edilerek 37°C’de

30 dakika inkiibasyon gerceklestirildi.

Biyolojik deneylerde, bu seckilde test gruplarimin oldugu inkiibasyon
erlenlerinin yaninda farkli sekillerde diizenlenmis ve ayni ekstraksiyon prosediirlerine
tabi tutulan kontrol erlenleri de hazirlandi (Bkz. Tablo 5.8). Bu erlenlerin igerikleri en

genel sekliyle soylece tzetlenebilir:

1. Denatiire (inaktif hale gecirilmis) mikrozomlar ya da beyin
homojenatindan olusan kontrol: Normal mikrozom ya da beyin homojenatinin yerine,
100°C’de, 15 dakika isitilarak denatiire edilen doku preparatinin ilave edilmesi ile

hazirlandi.

2. Mikrozomsuz (ya da beyin homojenatsiz) kontrol: Normal mikrozom ya
da beyin homojenat1 yerine ayn1 hacim yani 1mL fosfat tamponu (0.2M; pH:7.4) ilave
edilmesiyle hazirlandi.

3. Kofaktorsiiz kontrol: Normal kofaktdr ¢ozeltisi yerine aym hacim yani

2mL fosfat tamponu (0.2M; pH:7.4) ilave edilmesi ile hazirlandi.
4. Mikrozomsuz (ya da beyin homojenatsiz) kofaktorsiiz kontrol: Normal
mikrozom ya da beyin homojenat1 ve kofaktor ¢ozeltisi yerine bunlara egit hacimde

fosfat tamponu (0.2 M; pH:7.4) ilave edilmesiyle hazirlandi.

5. Substratsiz kontrol: Normal substrat ¢ozeltisi yerine ayn1 hacim yani 50 uL.

fosfat tamponu (0.2M; pH:7.4) ilave edilmesi ile hazirlandi.
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Tablo 5.8 In vitro metabolizma deneylerinde test ve kontrol inkiibasyon erlenlerinin
genel igeriklerini gosteren protokol

Erlenler Substrat Mikrozom ya da Beyin Homojenat: Kofaktorler

Test + + +

Kontrol 1 + Denatiire +

Kontrol 2 + Tampon +

Kontrol 3 + + Tampon

Kontrol 4 + Tampon Tampon

Kontrol § - + +

5.2.11 Ekstraksiyon

Inkiibasyondan sonra enzimatik reaksiyonlar erlenlerin buz iizerine
yerlestirilmesi ve iceriklerinin 10 mL’lik kapaklt cam tiiplere aktarilmas: ile
sonlandirildi. Her bir tiipe 0.8 g NaCl, 5 mL diklorometan ve ilgili internal standart
(benzoilmetilamin ya da asetanilid) ilave edilerek substrat ve metabolitlerin
ekstraksiyon ¢oziiciisiiyle iyi bir sekilde karisiminin saglanmasi igin 2 dakika vortex
(tiip karigtiric1) cihazinda, sonra da 60°’lik bir agiyla salinim hareketi yapan ¢alkalayici
cihazda 15 dakika tutulmasiyla ekstraksiyonun tamamlanmasi saglandi. Ekstraksiyonu
takiben tiipler 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlendi. Organik faz pastor
pipetleri yardimiyla kantitatif olarak temiz ve kuru tiiplere aktarildi. inkiibasyon
ortaminin bulundugu sulu faz1 igeren tiiplere tekrar 5’er mL diklorometan ilave edilerek
ekstraksiyon iglemi aynen tekrarlandi. Organik fazlar birlestirilerek azot gazi altinda,
40°C’lik su banyosunda kuruluga kadar uguruldu ve metabolik ekstreler kazanildi.

5.2.12 Inkiibasyon Sonrasi Elde Edilen Metabolik Ekstrelerin

Kromatografik Sistemlere Uygulanmasi

Biyolojik sistemlerin ekstraksiyonundan sonra kazanilan metabolik ekstrelerin
HPLC analizleri igin 200 pul. metanol ilave edilerek, tiip iceriklerinin 2 dakika vortex
cihazinda tutulmasiyla tam ¢oziinmesi saglandi. Bunun ardindan tiipler 3000 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi ve HPLC sistemine uyguland.
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5.2.13 Metabolik Ekstrelerde Substrat ve Metabolitlerinin Miktar

Tayini
5.2.13.1 Standartlarin Hazirlanmasi

Referans standartlarin stok ¢ozeltileri (1 pg/pul, 0.5 pg/ul) metanolde
hazirlanarak, 0°C’de saklandi. Analizden Once seyreltmeler giinlitk yapilmak suretiyle
taze hazirlanmmg ¢ozeltiler kullanildi. Stok ¢ozeltilerin sogukta (0-4°C’de) saklandiklar:
takdirde en az 3 ay kararli olduklan gozlendi.

Kalibrasyon standartlari, stok standartlarin bilinen miktarlarimin inaktif
inkiibasyon ortamina ilave edilerek ekstre edilmesi suretiyle elde edildi. Bu standartlar

kalibrasyon egrilerinin ¢izdirilmesinde kullanildi.
5.2.13.2 Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan bilegiklerin optimum ekstraksiyon ve analitik
yOntemlerinin tayininden sonra metabolik reaksiyonlar sonucu olusan metabolitlerin
miktarin tayin i¢in yontem gelistirildi. Olusan metabolitlerin miktarlarim tayin etmek

icin her metabolitin kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi gereklidir.

Buradaki en Onemli husus, bu caligmay: yaparken kullanilan kosullarin
metabolik ¢aligmada kullamlan kosullarla miimkiin oldugu O&lgiide aym olmasidir.
Bundan dolayi, her bir bilesigin kalibrasyon egrisini ¢izebilmek igin inaktif hale
gecirilmis mikrozomal siispansiyon ve inaktif kofaktér ¢6zeltisi yani tampon ¢dzelti
(0.2 M, pH:7.4) kullanilmustr.

Bilesiklerin stok gozeltilerinden bilinen miktarlari alinarak farkli konsantrasyon
araliklar1 elde edildi. Nornikotin seti igin her mL’sinde 16.5-264 nmol nornikotin, 15-
135 nmol norkotinin, 8-64 nmol nikotinamid ve 370 nmol oranlarinda benzoilmetilamin
igeren; kotinin seti i¢in 90-720 nmol kotinin, 7.5-180 nmol norkotinin, 6.5-156 nmol 5°-
hidroksikotinin, 52-520 nmol 3’-hidroksikotinin, 20-240 nmol nikotinamid ve 74 nmol
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benzoilmetilamin ilgili standartlara ait stoklardan alinarak icinde denatiire edilmek
suretiyle inaktif hale gecirilmis ImL mikrozom ve 2mL tampon ¢6zelti bulunan
ekstraksiyon tiiplerine eklendi. Ikili 6zdes gruplar halinde caligilan katim
reaksiyonlarinin daha sonra 0.8 g sodyum Kloriir varlifinda diklorometanla 5.2.11°de
belirtildigi sekilde ekstraksiyonlar1 yapildi. Organik fazlar kuruluga kadar 40-45°C’de

ve azot gazi altinda ucuruldu.

Organik ekstreler metanolle 200 pL hacme seyreltildi ve HPLC ile 5.2.12’de
belirtildigi sekilde analizleri yapildi. Analizde enjeksiyon hacimleri, ilgili sete ait

metabolik ekstrelerin hacimleri ile egit tutuldu.

5.2.13.3 Dogruluk Testleri

Miktar tayini deneylerinde metodun dogrulugunun kontrolii igin her bir
bilesigin kalibrasyon grafiginin ¢izdirildigi noktalarin disinda diigiik, orta ve yiiksek
olmak iizere ii¢ ayr1 konsantrasyonda inaktif dokuya katim yapilarak elde edilen organik
ekstrelerin ugurulmas: ve HPLC cihazina farkli giinlerde uygulanmasi suretiyle
kalibrasyon dogrularindaki sapmalar incelendi. Orneklerin kromatografik analizleri
sonucu elde edilen konsantrasyonlarin gergek konsantrasyonlarina oranlarimin 100 ile

carpilmasi ile % geri kazanim degerleri tayin edildi.

5.2.13.4 Hesaplama Yontemi

Her bir bilesigin kalibrasyon egrisi pik alanlarimin internal standartin pik
alanmna oram almarak ¢izdirildi. Bilinmeyenin konsantrasyonu, standartlarin

konsantrasyona karsi pik alami orami grafiklerinden bulunan regresyon esitligi
kullanilarak tayin edildi.
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6. BULGULAR

6.1 Sentezlenen Bilesiklerin Karakterizasyonu

6.1.1 Tersiyer Aminler

6.1.1.1 N-1'-Benzilnornikotin (I)

\ N/

}N/ Ch &

Nornikotin (1.35 mmol, 0.2 g), sodyum iyodiir (1.35 mmol, 0.2 g), susuz
sodyum karbonat (1.35 mmol, 0.14 g) ve benzil kloriirden (1.35 mmol, 0.17 g) hareketle
3 mL dimetilformamid iginde gergeklestirilen reaksiyon 5.2.1'de belirtilen yonteme gore
tamamlandi. Ham {irlin bol suyla yikanarak alkol-su karisgimindan billurlandirildi. Agik
kahverengi toz; verim: %40,e.n.: 142-143 °C (72,106).

Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Amyaks, nm (€): 261 (16993), 213 (72709) (100 mL’sinde 0.1 mg

madde igeren metanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBr) Viaks. (cm™): 3090, 3050 (aromatik, C-H gerilme bandz),
2950 (CH;, gruplari, C-H asim. gerilme bandi), 2875 (CH, gruplari, C-H sim. gerilme
bandi), 1625 (aromatik, C=N gerilme bandi), 1600, 1590, 1490, 1450 (aromatik, C=C
gerilme bandi), 775-710 (monosiibstitiie benzen, C-H gerilme bandz).
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6.1.1.2 N-1'-(p-Klorobenzil) nornikotin (IT)

N CH, \:>Cl

Baslangic maddesi olarak yine nornikotinin (1.01 mmol, 0.15 g), ekimolar

miktarda sodyum iyodiir (1.01 mmol, 0.15 g), sodyum karbonat (1.01 mmol, 0.11 g) ve
p-klorobenzil klorir (1.01 mmol, 0.16 g) ile 5.2.1'de verilen yonteme gore
reaksiyonundan hazirlandi. Reaksiyon ortaminda bulunan yan triinler, petrol eteri ile
uzaklagtirildi. Sulu fazda bulunan tersiyer amin dietileterle ekstraksiyon sonucu elde

edildi. Koyu kahverengi toz; verim: %30, e.n.: 128-130 °C.
Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Amas, nm (g): 263 (6310), 219 (46267), 203 (41099) (100

mL’sinde 0.1 mg madde igeren metanolli ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBT) Vmaks. (cm™): 3090, 3040 (aromatik, C-H gerilme bandz),
2950 (CH; gruplari, C-H asim. gerilme bandi), 2850 (CH, gruplari, C-H sim. gerilme
bandi), 1610 (aromatik, C=N gerilme bandi), 1590, 1560, 1490, 1469 (aromatik, C=C
gerilme bandi1), 1090 (C-Cl gerilme band1), 840-775 (stibstitiie benzen, C-H gerilme
band1).
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6.1.2 Amidler

6.1.2.1 N-1'-Benzoilnornikotin (Ia)

SN
2N
W o=~ Y

Nornikotin (0.51 mmol, 0.07 g), sodyurmn hidriir (0.51 mmol, 0.012 g) ve

|

benzoil kloriiriin (0.51 mmol, 0.07 g), 6 mL benzen i¢inde 5.2.2'de verilen yonteme gére

reaksiyonundan elde edildi. Krem rengi toz, verim: %23, e.n.: 145-148 °C.
Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Amaes, nm (€): 263 (16639), 207 (60025) (100 mL’sinde 0.1 mg

madde iceren metanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBr) Vias, (cm™): 3050, 3000 (aromatik, C-H gerilme band),
2950 (CH, gruplari, C-H asim. gerilme bandi), 2800 (CH, gruplari, C-H sim. gerilme
band1), 1630 (amid, C=0O gerilme bandi), 1605 (aromatik, C=N gerilme bandi), 1580,
1480, 1425 (aromatik, C=C gerilme bandi), 780 (siibstitiie benzen, C-H gerilme bandz).
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.6.1.2.2 N-1'-(p-Klorobenzoil) nornikotin (Ila)

Nornikotinin (0.34 mmol, 0.05 g), sodyum hidriir (0.34 mmol, 0.008 g) ve
p-klorobenzoil kloriir (0.34 mmol, 0.059 g) ile 5.2.2'de belirtilen yontemle 5 mL benzen
icindeki reaksiyonundan hazirlanmigtir. Ham {iriin su banyosunda diklorometanda
coziilerek, sicak petrol eterinin damla damla ilavesiyle bu karisimdan billurlandirilda.

San kati, verim: %50, e.n.: 210-213 °C.
Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Ampaks., nm (€): 225 (46790), 205 (66438) (100 mL’sinde 0.1 mg

madde i¢eren metanollii ¢ozelti).

IR Spektrumu (KBr) Vimaks. (cm™): 3100, 3050 (aromatik, C-H gerilme bandz),
2950 (CH; gruplari, C-H asim. gerilme band1), 2800 (CH, gruplari, C-H sim. gerilme
band1), 1625 (amid, C=0 gerilme bandi), 1615 (aromatik, C=N gerilme bandi), 1590,
1470, 1430 (aromatik, C=C gerilme band1), 1085 (C-Cl gerilme band1), 800 (siibstitiie
benzen, C-H gerilme bandi).
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Sekil 7. N-1°-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila)’nimn IR Spektrumu

Kiitle Spektrumu (EI, m/z): 286 (M), 269, 257, 223, 175, 147, 139, 120, 111, 92.
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Sekil 8. N-1 ’-(p-klorobenzoil) nornikotin (ITay'nm Kiitle Spektrumu
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6.1.3 Laktamlar

6.1.3.1 N-1'-Benzilnorkotinin (Ib)

Norkotinin (0.31 mmol, 0.05 g), 5 mL benzen i¢inde sodyum hidriir (0.31
mmol, 0.007 g) ve benzil kloriir (0.31 mmol, 0.039 g) ile 5.2.3'te verilen yonteme gore

reaksiyonundan elde edildi. Organik ¢6ziicliniin algak basing altinda ugurulmasindan

sonra kalan kirmizi-kahve renkteki kati kisma dietileter eklenerek yan iiriinler

uzaklagtirildi. Etere gegen kisim, organik ¢oziicliniin ugurulmasmdan sonra petrol

eterinde ¢oziilerek sodyum kloriir ile doyurulmus su ile 3 kez ekstre edildi. Organik
fazin sodyum stilfatla kurutulmasi ve algak basing altinda ugurulmasi ile Ib elde edildi.

Acik kahverengi macun, verim: %12.8.

Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Amaks,, nm (€): 260 (19883), 210 (70006) (100 mL’sinde 0.1 mg

madde igeren metanollii ¢6zelti).

Elemental Analiz: Cy6 HiN,O i¢in

%C %H %N
Hesaplanan 76.17 6.39 11.10
Bulunan 76.08 6.62 11.06
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IR Spektrumu (KBI) Viaks, (cm™): 3100, 3050 (aromatik, C-H gerilme band),
2958-2916 (CH, gruplari, C-H asim. ve sim. gerilme bandi), 1685 (laktam, C=0O
gerilme bandi), 1605 (aromatik, C=N gerilme bandi), 1570, 1510, 1440 (aromatik, C=C
gerilme bandi), 850 (siibstitiie benzen, C-H gerilme bandz).
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Sekil 9. N-1°-benzilnorkotinin (Ib)’nin IR Spektrumu

6.1.3.2 N-1'-(p-Klorobenzil) norkotinin (IIb)

Norkotinin (0.62 mmol, 0.1 g), sodyum hidriir (0.62 mmol, 0.015 g) ve p-
klorobenzil kloriiriin (0.62 mmol, 0.099 g) 10 mL benzen ile 5.2.3'te verilen yonteme
gore reaksiyonu ile yapildi. Benzenin ortamdan uzaklagtirilmasim takiben kahverengi
ham {iriin dietileterle yikand: ve organik g¢éziiciiye gecen kisim preparatif KTK ile
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5.2.5'te verilen yonteme gore A; ¢Oziici sistemi kullamlarak saflagtirildi. Koyu

kahverengi, macun, verim: %20.

Spektral Bulgular:

UV Spektrumu Amaks, nm (g): 261 (573), 222 (2951) omuz, 200 (5988) (100

mL’sinde 0.1 mg madde igeren metanollii ¢ozelti).

Elemental Analiz: C6H;s Cl N,O igin

%C %H %N
Hesaplanan 67.02 5.27 9.77
Bulunan 67.37 5.04 9.72

IR Spektrumu (KBr) vinags, (em™): 3100, 3050 (aromatik, C-H gerilme band),
2972-2833 (CH, gruplar, C-H asim. ve sim. gerilme bandi), 1670 (laktam, C=0 gerilme
bandi), 1610 (aromatik, C=N gerilme band1), 1580, 1510, 1450 (aromatik, C=C gerilme
band1), 1085 (C-Cl gerilme bandi), 850-750 (stibstitiie benzen, C-H gerilme bandi).

T T 1
23000 2000 1000
4000 WAVENUMBERS cm—1 400

Sekil 10. N-1’-(p-klorobenzil) norkotinin (IIb)’nin IR Spektrumu
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6.2

Substratlarin Beyin Homojenati

Metabolizmasimdan Elde Edilen Bulgular

ile Yapilan

Nornikotin, kotinin ve norkotinin substratlarinin sigan beyin homojenati ile

inkiibasyonunda hem normal hem de fenobarbitalle indiikklenmis deney hayvanlar

kullaniddigs i¢in genel inkiibasyon isleminde Tablo 6.1'de gortildiigii gibi modifikasyon

yapimigtir.

Tablo 6.1 Beyin homojenati ile yapilan in vitro metabolizma deneylerinde kullamlan
test ve kontrol inkiibasyon erlenlerinin igeriklerini gosteren deney protokolii

Erlenler Substrat Beyin Homojenati Kofaktorler
Test 1 + Indiiklenmis Homojenat +
Test 2 + Normal Homojenat +
Kontrol 1 + Denatiire Indiiklenmis Homojenat +
Kontrol 2 + Indiiklenmis Homojenat Tampon
Kontrol 3 + Denatiire Normal Homojenat +
Kontrol 4 + Normal Homojenat Tampon
Kontrol 5 + Tris Tamponu Tampon
Kontrol 6 - Indiiklenmis Homojenat +
Kontrol 7 - Normal Homojenat +

Substratlar ve olas1 metabolitlerin Yiiksek Basmngli Sivi Kromatografa enjekte

edilmesinden sonra elde edilen tutulma zamanlari Tablo 6.2'de goriilmektedir.

Metabolik ekstrelerin HPLC cihazina enjeksiyonu stoklardan 5 pl. alinmasi suretiyle

yapild1.
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uygulanmas1

Tablo 6.2  Nornikotin, Kotinin ve Norkotinin substratlar1 ve olasi
metabolitlerinin S; HPLC programinda elde edilen tutulma zamanlar

Bilesik Tutulma Zamam (dak.)
S,

Nornikotin Seti
Nornikotin dikamsilat 19.33
Norkotinin 10.40
Nikotinamid 6.35
Benzoilmetilamin 13.37
Kotinin Seti
Kotinin perklorat 14.53
3'-Hidroksikotinin 8.37
5'-Hidroksikotinin ve 4-(3-piridil)-4-okso-N-
metilbutiramid 933
Norkotinin 10.38
Nikotinamid 6.35
Benzoilmetilamin 13.00
Norkotinin Seti
Norkotinin 10.25
4-(3-Piridil)4-oksobutiramid 8.07
Nikotinamid 6.28
Asetanilid 16.68

Nornikotin, kotinin ve norkotinine ait standartlar karisuminin A; ve A, mobil

goriilmektedir.

faz sistemleri kullamlarak 5.2.4'te -belirtildigi sekilde ince tabaka kromatografisine
sonucu Dbilegiklerin elde edilen Rfx100 degerleri Tablo 6.3'te

Tablo 6.3 Substratlar ve Olas1 Metabolitlerinin ITK ile Elde Edilen Rfx100

Degerleri
o Rfx100
Bilesik A, A
Nornikotin 91 6
Norkotinin 86 48
Kotinin perklorat 93 62
3'-Hidroksikotinin 78 50
5'-Hidroksikotinin ve 84 58
4-(3-Piridil)-4-okso-N-metilbutiramid
4-(3-Piridil)-4-oksobutiramid 80 41
Nikotinamid 63 40
Benzoilmetilamin 88 65
Asetanilid 90 64
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6.2.1 Nornikotinin Metabolizmasi ile Ilgili HPLC ve TLC Bulgular

Nornikotinin inkiibasyonunu takiben 5.2.11' de belirtilen ekstraksiyondan 6nce
tim inkiibasyon erlenlerine metanolle seyreltilmis 10 pl. (74 nmol’e egdeger)
benzoilmetilamin internal standarti eklendi. Organik fazlarinin ugurulmasindan sonra
metabolik ekstreler 5.2.12'de belirtildigi sekilde HPLC sistemine uygulandi. Nornikotin
setine ait metabolik ekstrelerin HPLC kromatogramlar1 Sekil 11°de goriilmektedir.
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Sekil 11. Nornikotinin sigan beyin homojenatt ile metabolizmasmdan elde edilen HPLC
kromatogramlan

A. Nornikotin ve olas1 metabolitlerine ait standartlar karigiminin HPLC kromatograma

B. Nornikotinin fenobarbitalle indiiklenmis beyin homojenat: ile in vitro metabolizmast sonrasinda elde
edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=Norkotinin, c=Benzoilmetilamin (internal standart), d=Nornikotin (substrat)
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C. Nornikotinin normal beyin homojenat: ile in virro metabolizmas: sonrasmda elde edilen metabolik
ekstreden alinan HPLC kromatogram

D. Denatiire edilmis beyin homojenat1 ile yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogrami
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E. Nornikotinin kofaktorlerin ilave edilmedigi beyin homojenat: ile yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPLC kromatogrami
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Nomikotin ve olast metabolit standartlar1 ile metabolik ekstrelerine ait ITK

kromatogramlart Sekil 12'de goriilmektedir.
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Sekil 12. Substrat olarak nornikotinin kullamldigs beyin homojenati kangimlarina ait ITK
kromatogramlar

1=Nornikotin, 2=Norkotinin, 3=Nikotinamid, 4=Benzoilmetilamin, 5=Test 1 (Indiiklenmis homojenat)
6=Kontrol 1 (Denatiire Indiiklenmis homojenat), 7=Kontrol 2 (Kofaktdrsiiz homojenat)

6.2.2 Kotininin Metabolizmas ile flgili HPLC ve iTK Bulgular

Kotininin normal ve indiiklenmis beyin homojenat: ile inkiibasyonundan sonra
inkiibatlara metanolde seyreltilmis 10 pL (74 nmol’e egdeger) benzoilmetilamin
ilavesiyle diklorometan ekstraksiyonu yapilarak Yiiksek Basingli Sivi Kromatografa
enjekte edilmistir.

Kotinin setine ait standartlar kargimimin ve metabolik ekstrelerin
kromatogramlar1 Sekil 13'te gériillmektedir.

Sekil 14'te ise bu standartlar ve metabolik ekstrelerin ITK kromatogramlar
bulunmaktadir.
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Sekil 13. Kotininin sigan beyin homojenat: ile metabolizmasmdan elde edilen HPLC kromatogramlari
A. Kotinin ve olas1 metabolitlerine ait standartlar karigiminm HPLC kromatogrami

B. Kotininin beyin homojenat: ve kofaktér igermeyen ortamda yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPL.C kromatogrami

a=Nikotinamid, b=3"-Hidroksikotinin, ¢=5-Hidroksikotinin, d=Norkotinin
e=Benzoilmetilomin (internal standart) f=Kotinin Perklorat (substrat)
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C. Kotininin fenobarbitalle indiiklenmis beyin homojenat1 ile irn vifro metabolizmas1 sonrasinda elde
edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

D. Kotininin normal beyin homojenat: ile in vitro metabolizmasi sonrasimda elde edilen metabolik
ekstreden alinan HPLC kromatogrami
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E. Kotininin kofaktorlerin ilave edilmedigi beyin homojenati ile yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPLC kromatogrami
F. Denatiire edilmis beyin homojenati ile yapilan denemelerinden elde edilen HPLC kromatogrami
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G. Indiklenmis homojenat ve kofaktdr ile yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogrami
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Sekil 14. Substrat olarak kotininin kullanildig1 beyin homojenat: karisimlarina ait ITK kromatogramlari
1=Kotinin perklorat, 2=Norkotinin, 3=3’-Hidroksikotinin, 4=5’-Hidroksikotinin, 5=4-(3-Piridil)-4-okso-
N-metilbutiramid, 6=Nikotinamid, 7=Benzoilmetilamin, 8=Test 1 (Indiiklenmis homojenat), 9=Kontrol 1
(Denatiire Indiiklenmis homojenat), 10=Kontrol 2 (Kofaktrsiiz homojenat)

6.2.3 Norkotininin Metabolizmas ile ilgili HPLC ve ITK Bulgular

Beyin homojenat: ile yapilan galigmamizin son substrati olan norkotinin de
diger substratlarla ayn1 inkiibasyon ve ekstraksiyon yOntemlerine tabi tutuldu. Ancak
nornikotin ve Kkotinin setinden farkli olarak bu sete ait homojenatlara metanolde
seyreltilmig 5 pL asetanilid (37 nmol’e esdeger) eklenerek biyolojik ortamdan organik

faza gecirildi.

S; mobil faz sisteminde substrat norkotinin ve olasi metabolitlerinin HPLC

kromatogramlan Sekil 15°te gériilmektedir.

Sekil 16°da da A; ve A; mobil faz sistemleri ile yapilan ITK kromatogramlari
belirtilmisgtir.
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Sekil 15. Norkotininin sigan beyin homojenat: ile metabolizmasmdan elde edilen HPLC kromatogramlar1
A. Norkotinin ve olas1 metabolitlerine ait standartlar karigmminin HPLC kromatogrami

B. Norkotininin normal beyin homojenati ile i vitro metabolizmas sonrasinda elde edilen metabolik
ekstreden alman HPL.C kromatogrami

a=Nikotinamid, b=4-(3-Piridil)-4-oksobutiramid, c=Norkotinin (substrat)

d=Asetonilid (internal standart)
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C. Norkotininin fenobarbitalle indiiklenmis beyin homojenat ile in vitro metabolizmasi sonrasinda elde
edilen metabolik ekstreden aliman HPLC kromatogrami

D. Denatiire edilmig beyin homojenat1 ile yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogrami
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E. Norkotininin kofaktorlerin ilave edilmedigi indiiklenmig beyin homojenat1 ile yapilan kontrol
denemelerinden elde edilen HPLC kromatogrami
F. Norkotininin kofaktorlerin ilave edilmedigi normal beyin homojenat1 ile yapilan kontrol
denemelerinden elde edilen HPLC kromatogrami1
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Sekil 16. Substrat
kromatogramlari
1=Norkotinin, 2=4-(3-Pridil)-4-oksobutiramid, 3=Nikotinamid, 4=Asetanilid, 5=Test 1 (Indiklenmis
homojenat), 6=Kontrol 1 (Denatiire indiiklenmis homojenat), 7=Kontrol 2 (Kofaktdrsiiz homojenat)

olarak norkotininin kullanildig: beyin homojenati kangmlarma ait [TK

6.3 Substratlarin Karaciger Mikrozomlar1 ile Yapilan Metaboliz-
masindan Elde Edilen Bulgular

Beyin homojenat1 ile yapilan inkiibasyonda oldugu gibi normal ve indiiklenmis
sican karacigeri mikrozomlarmmin kullamldig: modifiye edilmis inkiibasyon protokolii

Tablo 6.4'te verilmistir.

Tablo 6.4 Karaciger mikrozomlar1 ile yapilan in vitro metabolizma deneylerinde

kullanilan test ve kontrol inkiibasyon erlenlerinin igeriklerini g&steren deney protokolii

Erlenler Substrat Mikrozom Kofaktorler
Test 1 + Indiiklenmis Mikrozom +
Test 2 + Normal Mikrozom +
Kontrol 1 + Denatiire Indiiklenmis Mikrozom +
Kontrol 2 + Indiiklenmis Mikrozom Tampon
Kontrol 3 + Denatiire Normal Mikrozom +
Kontrol 4 + Normal Mikrozom Tampon
Kontrol 5 + Tampon Tampon
Kontrol 6 — Indiiklenmis Mikrozom +
Kontrol 7 — Normal Mikrozom +
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Substrat ve olast metabolitlerin Yitksek Basingh Sivi  Kromatografa

enjeksiyonunu takiben elde edilen tutulma zamanlar1 Tablo 6.5'te verilmistir.

Tablo 6.5 Nornikotin, kotinin ve norkotinin substratlar1 ve olas1 metabolitlerinin S;, S,
ve S; HPLC programlarinda elde edilen tutulma zamanlar

Bilesik

Tutulma Zamam (dak.)

S] Sz S3

Nornikotin Seti

Nornikotin dikamsilat

- 10.1 -

Norkotinin

— 7.23 -

Nikotinamid

- 3.22 -

Benzoilmetilamin

— 13.1 —

Kotinin Seti

Kotinin perklorat

- - 20.63

3'-Hidroksikotinin

- - 8.47

5'-Hidroksikotinin ve 4-(3-piridil) 4-okso-N-
metilbutiramid

- - 9.80

Norkotinin

= = 12.22

Nikotinamid

= - 6.37

Benzoilmetilamin

- — 15.05

Norkotinin Seti

Norkotinin

10.48 — -

4-(3-Piridil)-4-oksobutiramid

8.27 = -

| Nikotinamid

6.50 - -

Asetanilid

17.42 — —

6.3.1 Nornikotinin Metabolizmasi ile Ilgili HPLC Bulgular

Sican karacigeri mikrozomlarn ile in vitro metabolizmasi ¢aligilan ilk substrat

olan nornikotinin inkiibasyonunu takiben ekstraksiyon test ve kontrol gruplarinin her

birine 10 pL (74 nmol’e esdeger) internal standart benzoilmetilamin ilavesi ile 5.2.11'de

anlatildig1 sekilde yapildi.

Metanolle 200 pL'ye seyreltilen nornikotin metabolik ekstrelerine ait

stoklardan tekrar 1:1 oranda seyreltme yapilarak HPLC sistemine 5'er pL enjekte

edilmek suretiyle test ve kontrol erlenlerinden elde edilen sonuglarin karsilagtirmasi

yapildi.

123




Nornikotin setine ait S; HPLC programinin kullanildigi kromatografik analiz

sonuglar1 Sekil 17'de goriilmektedir.
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Sekil 17. Nornikotinin sigan karacigeri mikrozomlari ile metabolizmasmdan elde edilen HPLC
kromatogramlari

A. Nornikotin ve olast metabolitlerine ait standartlar karigiminin HPLC kromatogrami

B. Nomikotinin fenobarbitalle inditklenmis karaciger mikrozomlar: ile in vitro metabolizmasi sonrasinda
elde edilen metabolik ekstreden alman HPLC kromatogrami

C. Nomnikotinin normal karaciger mikrozomlar1 ile in vitro metabolizmasi sonrasmda elde edilen
metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=Norkotinin, c=Nomikotin (substrat), d=Benzoilmetilamin (internal standart)
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D. Nornikotinin denatiire edilmis mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde edilen
HPLC kromatogrami1

E. Kofaktdrlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden  elde edilen
HPLC kromatogrami
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F. Nornikotinin mikrozomal preparat ve kofaktor icermeyen ortamda yapilan kontrol denemelerinden
elde edilen HPLC kromatogrami

G. Indiiklenmis mikrozom ve kofaktdr ile yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogram
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Diode-array detektor baglanarak nornikotin setine ait bilesiklerin standartlar
karisimi ve metabolik ekstrelerden elde edilen 6rneklerin HPLC kromatogramlan Sekil

18'de, bilesiklerin UV spektrumlart ise Sekil 18.1-18.4°te goriilmektedir.
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Sekil 18. Nornikotinin sigan karaciferi mikrozomlar: ile metabolizmasmdan elde edilen metabolik
ekstrelerin diode-array detektor bagli HPLC sistemi ile elde edilen kromatogramlari

A. Nornikotin ve olasi metabolitlerine ait standartlar kartgimmm HPLC kromatogrami

B. Nornikotinin karaciger mikrozomlar ile in vitro metabolizmas: sonrasmda elde edilen metabolik
ekstreden alman HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=Nornikotin, c=Norkotinin

d=Benzoilmetilamin (internal standart)
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B. Metabolik ekstred

Sekil 18.1 A. Standart karisimdaki nikotinam

BADT, 3.831 (161 mAUAR) of FEVZAGSD

BADY, 3780 (149 mAUAR) of FEYZAGIAD

UV spektrumu
UV spektrumu

i nornikotinin
B. Metabolik ekstredeki nornikotinin

Sekil 18.2  A. Standart karigim
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Sekil 18.3. A. Standart karisimdaki norkotininin UV spektrumu
B. Metabolik ekstredeki norkotininin UV spektrumu

DAD1, 12.860 (126 mAU,Apx) of FEYZAG3AD
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Sekil 18.4  A. Standart karigimdaki benzoilmetilaminin UV spektrumu
B. Metabolik ekstredeki benzoilmetilaminin UV spektrumu
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6.3.1.1 Mikrozomal Ekstrelerde Nornikotin ve Olas1 Metabolitlerinin
Miktar Tayini ile Tlgili Bulgular

Mikrozomal inkiibasyon kangimi ekstrelerinde nornikotin ve

olas1

metabolitlerinin miktar tayini ¢aligmasi Bolim 5.2.13'te belirtilen yOntem izlenerek

yapildi.

Asagidaki tabloda (Bkz. Tablo 6.6) nornikotin, norkotinin ve nikotinamidin S,

HPLC programz ile tayin edilen linearite degerleri gortilmektedir.

Tablo 6.6 Nornikotin Setine Ait Bilesiklerin Linearitesi

Bilesik K‘zgfl‘:(‘)‘]t/ﬁg"“ Alan
16.5 0.1144
66 0.6510
Nornikotin 132 1.2320
198 1.9380
264 2.6038
Regresyon Analizi: y=0.01x-0.0439
R’=0.9992
15 0.1427
45 0.4138
Norkotinin 75 0.7091
105 1.1391
135 1.3875
Regresyon Analizi: y=0.0107x-0.0453
R’=0.9929
8 0.0814
16 0.2003
Nikotinamid 32 0.3612
48 0.5415
64 0.7405
Regresyon Analizi: y=0.0115x-0.0011
R’=0.9980
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Asagida bu bilesiklere ait kalibrasyon egrileri goriilmektedir.
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Sekil 19. Nornikotin setine ait bilegiklerin miktar tayininde kullanlan kalibrasyon egrileri
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Nornikotin i¢in 41.25, 165 ve 231 nmol/mL, norkotinin i¢in 30, 90 ve 120
nmol/mL, nikotinamid i¢in ise 12, 40 ve 56 nmol/mL konsantrasyonlarinda olmak {izere
ticer ayr1 kontrol 6rneginin inaktif dokuya katim yapilarak ekstre edilmesinden sonra
elde edilen organik ekstrelerin farkli glinlerde S; HPLC programu ile analizi yapilarak
metodun dogrulugu arastinldi. Asagidaki tabloda bu konsantrasyonlarda tayin edilen %

geri kazanum degerleri verilmistir.

Tablo 6.7 Nornikotin setine ait bilesiklerin tayininde metod performanst

Gergek Deneysel Geri Kazanim
Bilesik Konsantrasyon Bulunan (Ort. = 8.8.)
(nmol/mL) Konsantrasyon (%)
41.25 40.05 97+0.02
Nornikotin 165 161.66 98+0.08
231 229.29 99+0.11
30 29.60 99+0.02
Norkotinin 90 91.57 102+0.06
' 120 118.52 99+0.01
12 11.30 94+0.03
Nikotinamid 40 39.84 99+0.06
56 53.92 96+0.01

S.S.: Standart Sapma

Nornikotin setine ait bilegiklerin inaktif inkiibasyon ortamina katimindan sonra

elde edilen HPLC kromatogramlari Sekil 20'de gériilmektedir.
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Sekil 20. Nornikotin setine ait bilesiklerin miktar tayini caliymasindan elde edilen HPLC
kromatogramlan

A. Blank

B. 8 nmol/mL Nikotinamid, 15 nmol/mL Norkotinin, 16.5 nmol/mI, Nornikotin katimi ile elde edilen
HPLC kromotogrami v

a=Nikotinamid, b=Norkotinin, c=Nornikotin, d=Benzoilmetilamin
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C. 48 nmol/mL Nikotinamid, 105 nmol/mL Norkotinin, 198 nmol/mL Nornikotin katim ile elde edilen

HPLC kromatogrami
D. 56 nmol/mL Nikotinamid, 120 nmol/mL Norkotinin, 231 nmolV/mL Nornikotin katim ile elde edilen

HPLC kromatogrami
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6.3.2 Kotininin Metabolizmas: Ile Tlgili HPLC Bulgular:

Kotinin setine ait metabolik ekstreler, inkiibasyonu takiben test ve kontrol
erlenlerine 2'ser pL (14.8 nmol’e esdeger) benzoilmetilamin ilavesi ve ekstraksiyon

sonunda organik fazin ugurulmas ile (Boliim 5.2.11) elde edildi.

Metabolik ekstrelerin HPLC analizleri 200 pL'ye seyreltilen stok ¢ozeltilerden

10 puL enjekte edilmesi suretiyle yapilmstir.

Kotininin normal ve fenobarbitalle indiiklenmis sigan karacigeri mikrozomlar
ile yapilan inkiibasyonu sonucu elde edilen sonuglar1 gdsteren HPLC kromatogramlari

Sekil 21°de verilmistir.
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Sekil 21.Kotininin sigan karaciferi mikrozomlar1 ile metabolizmasindan elde edilen HPLC
kromatogramlar1

A. Kotinin ve olas! metabolitlerine ait standartlar karigimmin HPLC kromatogram

B. Kotininin fenobarbitalle indiikklenmis karaciger mikrozomlart ile in vitro metabolizmas1 sonrasinda
elde edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=3’-Hidroksikotinin, c=5’-Hidroksikotinin, d=Norkotinin

e=Benzoilmetilamin (intersal standart), f~Kotinin perklorat (substrat)
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C. Kotininin normal karaciger mikrozomlar ile in vitro metabolizmasi sonrasinda elde edilen metabolik
ekstreden alman HPLC kromatogrami

D. Kotininin mikrozomal preparat ve kofaktdr icermeyen ortamda yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPLC kromatogram
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E. Kotininin kofaktorlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde

edilen HPLC kromotogrami
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Kotininin substrat olarak kullanildig1 metabolik ekstrelerde 3'-hidroksikotinin

olusup olugsmadiginin ispati igin kullanilan HPLC sistemine ait kromatogramlar Sekil

22'de goriilmektedir.
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Sekil 22. Kotinin metabolik ekstrelerinin Bs HPLC programu ile elde edilen kromatogramlari

A.Kotinin ve olasi metabolitlerine ait standartlar kangimmm Bs HPLC program: ile yapilan HPLC
kromatogrami

B. Kotininin fenobarbitalle indiiklenmis karaciger mikrozomlan ile iz vitro metabolizmas1 sonrasmda
elde edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=3’-Hidroksikotinin, ¢=5’-Hidroksikotinin ve norkotinin

d=Kotinin (substrat), e=Benzoilmetilamin (internal standart).
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6.3.2.1 Mikrozomal Ekstrelerde Kotinin ve Olas1 Metabolitlerinin
Miktar Tayini ile lgili Bulgular

Kotinin ve olasi metabolitlerinin mikrozomal inkiibasyon karigimlarmda

miktarimi tayin etmek igin Bolim 5.2.13'te belirtilen yontem izlendi. Bu yontem

geregince kotinin ve olas1 metabolitlerinin S; HPLC programi kullanilarak tayin edilen

lineariteleri Tablo 6.8'de goriilmektedir.

Tablo 6.8 Kotinin Setine Ait Bilegiklerin Lineariteleri

Bilesik K‘Eﬁfzz‘l‘/ﬁi‘yf“ Alan
90 1.1029
180 2.7368
Kotinin Perklorat 360 5.8567
540 8.9052
720 10.9231
Regresyon Analizi: y=0.0159x-0.0897 R*=0.9931
52 0.3326
130 1.0267
3'-Hidroksikotinin 260 2.5916
390 3.7626
520 4.9880
Regresyon Analizi: y=0.0101x-0.1825 R*=0.9973
7.5 0.1964
15 0.4088
. . 30 0.6400
Norkotinin 60 14361
120 3.3702
180 5.5941
Regresyon Analizi: y=0.0312x~0.2016 R*=0.9924
6.5 0.1381
13 0.1814
R o e s 26 0.4132
5'-Hidroksikotinin 57 0.8671
104 2.0792
156 3.4785
Regresyon Analizi: y=0.0224x-0.1445 R?=0.9919
20 0.2198
40 0.5394
Nikotinamid 80 1.2164
160 2.1132
240 3.5209
Regresyon Analizi: y=0.0146x-0.0506 R*=0.9938
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Asagida kotinin ve olas1 metabolitlerine ait kalibrasyon egrileri gériilmektedir.
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Sekil 23. Kotinin setine ait bilesiklerin miktar tayininde kullanilan kalibrasyon egrileri
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Kotinin igin 135, 270 ve 450 nmol/mL, 3'-hidroksikotinin i¢in 91, 195 ve 291
nmol/mL, norkotinin i¢in 22.5, 45, 90 nmol/mL, 5'-hidroksikotinin igin 19.5, 39, 78
nmol/mL, nikotinamid i¢in ise 30, 60 ve 120 nmol/ml. konsantrasyonlarinda olmak
iizere Uger ayn kontrol &rnegi inaktif dokuya katim yapilmasi ve aym yontemle
ckstraksiyonundan sonra elde edilen organik ckstrelerin farkli giinlerde S; HPLC
programu ile analizi yapilarak uygulanan metodun dogrulugu incelendi. Asagidaki
tabloda bu konsantrasyonlarda tayin edilen % geri kazanim degerleri goriilmektedir
(Bkz. Tablo 6.9).

Tablo 6.9 Kotinin Setine Ait Bilesiklerin Tayininde Metod Performansi

Gergcek Deneysel Geri Kazanim
Bilesik Konsantrasyon Bulunan (Ort. £ 8.8))
(nmol/mL) Konsantrasyon (%)

135 106.82 79+0.03

Kotinin 270 221.67 82+0.2
450 348.11 77+0.03

91 84.64 93+0.03

3'-Hidroksikotinin 195 17443 89+0.05
325 270.04 83+0.06

. 22.5 20.11 89+0.01
Norkotinin 45 40.89 91+0.07
90 80.04 89+0.08

19.5 19.30 99+0.02

5'-Hidroksikotinin 39 38.88 99+0.08
78 69.94 90+0.08
30 31.19 10410.03
Nikotinamid 60 60.61 101+£0.02
120 104.2 87+0.03

S.S.: Standart Saprua

Kotinin setine ait bilesiklerin inaktif inkiibasyon ortamina katimindan sonra
elde edilen HPLC kromatogramlar1 Sekil 24'te goriilmektedir.
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Sekil 24, Kotinin setine ait bilegiklerin miktar tayini ¢alisjmasindan elde edilen HPIC kromatogramlarn
A. Blank

B. 13 nmol/mL 5’-Hidroksikotinin ve 15 nmol/mL norkotininin katmi ile elde edilen HPLC
kromatogrami

C. 26 nmol/mL 5’-Hidroksikotinin ve 30 nmolmL norkotinin katimu ile elde edilen HPLC kromatogrami
¢=5’-Hidroksikotinin, d=Norkotinin, e=Benzoilmetilamin (internal standart)
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D. 52 nmol/mL 5’-Hidroksikotinin ve 60 nmol/mL norkotinin katim ile elde edilen HPLC kromatogrami
E. 19.5 nmol/mL 5’-Hidroksikotinin ve 22.5 nmol/mL norkotinin katimi ile elde edilen HPLC
kromatogrami

F. 60 nmol/mL nikotinamid, 195 nmol/mL 3’-hidroksikotinin ve 270 nmol/mL kotinin katim ile elde
edilen HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=3’-Hidroksikotinin, c=5"-Hidroksikotinin, d=Norkotinin, e=Benzoilmetilamin (internal
standart), f=Kotinin perklorat (substrat)
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6.3.3 Norkotininin Metabolizmas ile ilgili HPL.C Bulgular

Norkotininin sigan karacigeri mikrozomlar ile inkiibasyonundan sonra beyin
homojenat1 ile yapilan deneylerde oldugu gibi ekstraksiyon Oncesi ilgili tiim erlenlere

asetanilid internal standart1 5 uL. (37 nmol’e esdeger) eklendi.
Norkotinin metabolik ekstrelerinin HPLC analizleri 200 pl'ye metanolle
yapilan seyreltmeden sonra stoktan alinan 6rnegin 1:1 oranda tekrar seyreltilmesi ve bu

son ¢ozeltiden 15 pL enjekte edilmesi ile yapilmgtir.

Norkotinin setine ait metabolik ekstrelerin kromatogramlar1 Sekil 25'te
goriilmektedir.
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Sekil 25. Norkotininin sigan karacigeri mikrozomlar1 ile metabolizmasindan elde edilen HPLC
kromatogramlan

A. Norkotinin ve olas1 metabolitlerine ait standartlar karisimmm HPLC kromatogrami

B. Norkotininin fenobarbitalle indiiklenmis karaciger mikrozomlar ile in vitro metabolizmas: sonrasinda
elde edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

a=Nikotinamid, b=4-(3-Piridil)-4-oksobutiramid, c=Norkotinin (substrat)

d=Asetanilid (internal standart)
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C. Norkotininin normal karaciger mikrozomlar1 ile in vitro metabolizmas: sonrasinda elde edilen
metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

D. Denatiire edilmis mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogram
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E. Norkotininin kofaktérlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden
elde edilen HPLC kromatogrami

F. Indikklenmis mikrozom ve kofaktor ile yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogrami
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6.4 Sentezlenen Substratlarin Karaciger Mikrozomlan ile Yapilan

Metabolizmasindan Elde Edilen Bulgular

Tezimizin konularindan biri olan nornikotin tiirevi substratlarin metabolizmasi

icin Tablo 5.8’de verilen inkiibasyon protokolii kullamldi.

N-1’-Benzilnomikotin (I), N-1’-(p-klorobenzil) nornikotin (1), N-1’-
benzoilnornikotin (Ia) ve N-1°-(p-klorobenzoil) nornikotin ve olas1 metabolitlerinin
Yiksek Basingli Sivi Kromatografa enjeksiyonunu takiben elde edilen tutulma
zamanlarin gosteren tablo agagida goriilmektedir (Bkz. Tablo 6.10).

Tablo 6.10 Bilesik I; II; Ia; Ila ve olasi metabolitlerinin S4, Ss, S¢ ve S; HPLC
programlarinda elde edilen tutulma zamanlar

K. Tutulma Zamam (dak.)

Bilesik S, Ss S, S,
N-1’-Benzilnornikotin (I) 26.25 - - -
N-1’-Benzoilnornikotin (I a) 13.22 - - -
N-1’-Benzilnorkotinin (I b) 14.48 - - -
Nornikotin 2.52 - - -
Benzaldehit 11.30 - - -
N-1’~(p-Klorobenzil)nornikotin (II) - 33.95 - -
N-1"~(p-Klorobenzoil)nornikotin (II a) - 10.12 - -
N-1’~(p-Klorobenzil)norkotinin (II b) - 12.57 - -
Nornikotin - 3.15 - -
p-Klorobenzaldehit - 26.78 - -
N-1’-Benzoilnornikotin (I a) - - 13.20 -
Nornikotin - - 5.72 -
N-1"~(p-Klorobenzoil)nornikotin (II a) - - - 9.02
Nornikotin - - - 5.75

6.4.1 N-1’- Benzilnornikotin (I) ve N-1’-(p-klorobenzil) nornikotin

(IT)’in Metabolizmas: fle Ilgili HPLC Bulgular:

Tersiyer amin yapisindaki sentez bilesikleri olan I ve II’nin sigan karacigeri

mikrozomlar ile inkiibasyonunu takiben ekstraksiyonlar1 Béliim 5.2.11°de anlatildig:

sekilde yapildi.
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I ve I’nin metabolik ekstreleri HPLC analizinden 6nce 200 pl’ye metanolle
seyreltildi. I’e yani N-1’-benzilnornikotine ait metabolik ekstre stoklarmdan 10’ar pL
alinmas: ve Sy HPLC sistemine enjekte edilmesinden sonra 6rneklerin kromatografik

analiz sonuglar1 Sekil 26’da goriilmektedir.
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Sekil 26. N-1’-benzilnornikotinin (I) sigan karacigeri mikrozomlar1 ile metabolizmasindan elde edilen
HPLC kromatogramlari

A. N-1’-benzilnornikotin (I) ve olas1 metabolitlerine ait standartlar karisimmm HPLC kromatogrami

B. (I’in kofaktorlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPLC kromatogrami

a= Nornikotin, b= Benzaldehit, c= N-1’-benzoilnornikotin (Ia), d= N-1’-benzilnorkotinin (Ib) e= N-1°-
benzilnornikotin (I) (substrat)
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C. N-1’-benzilnornikotin (I)’in karaciger mikrozomlar: ile in vitro metabolizmas: sonrasinda elde edilen
metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami
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Sentezlenen II numarali bilesik olan N-1’~(p-klorobenzil) nornikotin metabolik
ekstrelerinin de 200 pL metanolde ¢oziiliip stoklardan 15°er pl. alinmas: ve S5 HPLC
sistemine enjekte edilmesinden sonra &rneklerin kromatografik analiz sonuglan Sekil

27’de verilmigtir.
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Sekil 27. N-1"~(p-klorobenzil) nornikotinin (IT) sigan karacigeri mikrozomlan ile metabolizmasindan elde
edilen HPLC kromatogramlar:
A.N-P’-(p-klorobenzil) nornikotin (II) ve olasi metabolitlerine ait standartlar karigmmmmn HPLC
kromatogrami

B. (II)y’nin denatiire edilmis mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde edilen HPLC
kromatogram

a= Nornikotin, b= N-1’-(p-klorobenzoil) nornikotin (IIa), c= N-1’-(p-klorobenzil) norkotinin (IIb),

d= p-Klorobenzaldehit, e= N-1’~(p-klorobenzil) nornikotin (II) (substrat)
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C. N-1"-(p-klorobenzil) nornikotin (II)’in fenobarbitalle indiiklenmis karaciger mikrozomlan ile irn vitro
metabolizmasi sonrasinda elde edilen metabolik ekstreden alinan HPLC kromatogrami

D. (Il)’nin normal karaciger mikrozomlar1 ile in vifro metabolizmas:1 sonrasmda elde edilen metabolik
ekstreden alinan HPLC kromatogrami
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6.4.2 N-1’-Benzoilnornikoetin (Ia) ve N-1’-(p-klorobenzoil) nornikotin
(I1a)’in Metabolizmasi Ile flgili HPLC Bulgulan

Tezimizin konular1 arasinda yer alan sentezledigimiz bilesiklerden N-1’-
benzoilnornikotin (Ia) ve N-1’-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila)’in metabolizmas: da
sigan karaciger mikrozomlar: ile ¢alisilmig olup, diklorometan ile ekstraksiyonlar:

yapilmistir (Bolim 5.2.11).
Ia’ya ait metabolik ekstrelerin metanolle 200 pL’ye seyreltilmesi ve bu

stoklardan 15’er pul. alinarak S¢ HPLC sistemine enjekte edilmesinin ardindan elde

edilen kromatogramlar Sekil 28’de goriilmektedir.
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Sekil 28. N-1-Benzoilnornikotinin (Ia) sigan karacigeri mikrozomlar1 ile metabolizmasmdan elde edilen
HPLC kromatogramlar:

A. N-1"-Benzoilnornikotin (Ia) ve olas1 metabolitine ait standartlar karigimmm HPLC kromatogrami

B. (Ia)’min kofaktorlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde
edilen HPLC kromatogram

a= Nornikotin, b= N-1"-benzoilnornikotin (Ia) (substrat)
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C. N-1"-benzoilnornikotin (fa)’in fenobarbitalle indiiklenmis karaciger mikrozomlar: ile in vitro
metabolizmas: sonrasmda elde edilen metabolik ekstreden alman HPLC kromatogrami

D. (lay'nin normal karaciger mikrozomlar ile in vitro metabolizmas sonrasinda elde edilen metabolik
ekstreden alimn HPLC kromatogrami
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Metabolizmas: arastirnilan amid yapidaki substratlarn ikincisi olan N-1’-(p-
klorobenzoil) nornikotin (Ila)’e ait metabolik ekstrelerin 200 ulL metanolde seyreltilmis
stoklarindan 10 pL alinarak S; HPLC sistemine enjekte edilmesinden sonra elde edilen

kromatogramlar Sekil 29°da verilmistir.
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Minutes

Sekil 29. N-1’~(p-klorobenzoil) nornikotinin (Ila) sigan karacigeri mikrozomlar1 ile metabolizmasindan

elde edilen HPL.C kromatogramlar1
A.N-1"-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila) ve olas1 metabolitine ait standartlar karigmunmn HPLC

kromatogrami
B. (ITa)’nin kofaktorlerin ilave edilmedigi mikrozomal preparatlarla yapilan kontrol denemelerinden elde

edilen HPLC kromatogrami
C. (Ila)’'nin fenobarbitalle indiiklenmis karaciger mikrozomlan ile in vitro metabolizmast sonrasmda elde

edilen metabolik ekstreden alman HPLC kromatogrami
a= Nornikotin, b= N-1"-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila) (substrat)
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7. TARTISMA VE SONUC

7.1 Aragtirmamizda Kullanmlan Substratlar ve Olas1

Metabolitlerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Nornikotin analoglar1 olan substratlar ve olas1 metabolitleri olan laktamlarn
elde edilmesinde genellikle literatiir yontemleri kullanmilmakla birlikte bazi durumlarda
bu yontemlerde kiigiik modifikasyonlar da yapildi.

7.1.1 Tersiyer Aminler

Sekonder aminlerin alkil halojentirlerle baz katalizorliigiinde reaksiyona
sokulmasi, tersiyer aminlerin sentezinde gok siklikla kullanilmakta olan bir yontemdir
(33).

Tersiyer aminlerin sentezinde ortama sekonder amin ve benzil kloriire es mol
sayida sodyum iyodiir eklenmistir. Bundan amag, daha o6nceki g¢alismalardan da
bilindigi tizere (51) benzil kloriirin sodyum iyodiir ile reaksiyona girmesiyle benzil
kloriirden daha reaktif olan benzil iyodiriin ortamda olugturulmasi ve bu sekilde
reaksiyonun hizinin arttirilmas idi.

Sicakligin  90-100°C dolayinda sabit tutulmasi ile aminlerin olas1 bir

katernizasyonu engellenmeye ¢aligildi.

Caligmamiza konu olan substratlardan biri olan N-1’-benzilnornikotin (I)’e
kimyasal bakimindan ¢ok benzeyen 2-[(2S)-1-benzil-2-pirolidinil] piridin, Chelucci ve
ark. (51) tarafindan 2-[(2S)-2-pirolidinil] piridinin dimetilformamid i¢inde sodyum
iyodiir, sodyum karbonat ve benzil kloriir ile sicakta, geri geviren sogutucu altinda

reaksiyonundan elde edilmistir.

158



} + DMEF /Nal l
p Na,CO,, A ~
N N N N
1 CH,-Cl |
H CH,
2-[2S)-2-pirolidinil] Benzil kloriir [2(25)-1-benzil-2-
piridin pirolidinil] piridin

Ulgen ve Gorrod (311), 2,4,6-trisiibstitiic N.N-dibenzil anilinlerin eldesinde
benzer sekilde primer anilinlerin potasyum karbonat ve potasyum iyodiirlii ortamda

alkil halojentirle reaksiyonundan yararlanmiglardir.

Ulgen ve ark. (314), cok asidik yapidaki 9H-karbazoliin benzillenmesi icin
reaksiyon ortamini potasyum hidroksit ile alkalilendirerek potasyum iyodiir varliginda

benzil bromiiriin ilavesini yaparak N-benzilkarbazol elde etmiglerdir.

I |

OH-Karbazol Benzil bromiir N-Benzilkarbazol

Tersiyer amin substratlardan N-1’-benzilnornikotin, literatiirde kayitli olan bir
bilesiktir (72,106).

Glassco ve ark. (106), (+) nornikotinin N-stibstitiie analoglarimin farmakolojik
etkilerini arastirmak iizere sentezlerini yapmuglardir. Bu bilesiklerden biri olan I'in
sentezi i¢in nornikotinin, benzil kloriir ile potasyum bikarbonat varliginda

reaksiyonundan yararlanilmugtir.
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Sekonder aminlerin alkil halojeniirlerle direkt olarak alkillenmesi ile tersiyer
amin sentezlenebilecegi gibi karbonil grubu tasiyan bilesiklerin rediiktif
alkilasyonundan da elde edilebilmektedir. Zhang ve ark. (339), N-1’- propilnornikotin

sentezini bu esastan yararlanarak yapmislardir.

NaBH, N

CH.CHO >
l 1\1] s isopropil alkol - asetik asit ‘ 1\1]
X N H N 7 CHz'CH2'CH3
Nornikotin N-1'-propil nomikotin

4- Siibstitiie-N-etil-N-metilanilinlerin sentezlenmesi icin Cowan ve ark. (56),
benzilleme yonteminden farkli olarak, 4-siibstitiie anilinin trietilortoformatla
reaksiyonunu takiben olusan N-etil-4-siibstitiie formanilidlerin LiAlH, ile

rediiksiyonundan yararlanmiglardir.

Optikce aktif alkilnikotinlerin eldesinde de rediiksiyondan yararlanilmagtir.
Organolityumlarla kotininin alkilasyonu sonucu olusan enaminlerin
sodyumsiyanoborohidriicr ile rediiksiyonundan 5’-alkil nikotinler kazamilmugtir
(32,286,287).

Nornikotinin dimetilformamid icinde zirkonyum oksit ile reaksiyonundan
nikotin eldesi, nornikotinden tersiyer amin eldesinde kullanilan yontemlere bagka bir

ornek gosterilmektedir (302).

TN — [ T [ T
N/ H N/ CHO N/ CH,
Nornikotin N-1'-formilnornikotin Nikotin
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Substrat olarak kullandifimiz tersiyer aminlerin sentezi sirasinda reaksiyon
ortaminda ilgili tersiyer aminlerin yanisira fazla oranda yan iiriin de bulunmaktayd.
Esasen, nornikotin iizerinden gergeklestirilen tersiyer aminlerin sentezinde bahsedilen
yan liriinlerin olusumu da literatiirde kayithdir (339). Bu nedenle tersiyer aminlerde

verim yiizdesi yliksek olamamustir.

Substrat olarak sentezlenen tersiyer aminlerin ITK ve HPLC analizlerinden saf
olduklari gozlendi. Nikotin tiirevi bilesiklerin UV spektrumlarinda karakteristik
maksimum absorbsiyon gosterdikleri dalga boyu olan 260 nm tersiyer aminlerin UV

spektrumunda da gozlenmektedir (291,301).

Tersiyer amin yapisindaki bilesiklerin IR spektrumlarinda aromatik C=C
gerilme titresimlerini temsil eden bandlar 1610-1450 cm™*de gozlenirken, p-klorobenzil
artiga tagiyan aminde Ar-Cl gerilme band:1 1070 cm’de tespit edilmistir. Aminlerde
CH, gruplarina ait karakteristik asimetrik ve simetrik gerilme titresimleri 2950-2850

cm’ arasinda gozlenmektedir.

Tersiyer aminlerin electron impact modunda alinan kiitle spektrumlarinin m/z
degerleri 238 ve 272 olan molekiiler iyon piklerini vermeleri, bununla birlikte beklenen
fragment iyonlarmin da spektrumlarda gozlenmesi, bu bilesiklerin yapilarim
dogrulamaktadir. S6z konusu aminlerin kiitle spektrumlarinda ana parcalanmalarin m/z
degerleri sirasiyla 91 ve 125 olan benzil ve p-klorobenzil katyonlarin olusumu ile
meydana geldigi gozlenmistir. Benzer sekilde temel pikleri olugturan bu pargalarin
atilmasiyla nornikotin fragmentlerinin her iki spektrumda da gozlenmesi bilesiklerin
yapilarini kamtlamaktadir. Literatiirde kayithi olan I’in kiitle spektrumunda elde edilen
fragmentlerle bizim bulgularimiz paralellik gostermektedir (106).

Bilesik I ve II'ye ait IR ve Kiitle spektrumlar Sekil 1-4’te goriilmektedir.
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Molekiil yapisinda bir klor atomu tagiyan tersiyer amin fonksiyonel grubuna

sahip bilesik II’'nin kiitle spektrumunda molekiiler iyon pikinin 1/3’t biiyiikliigiinde

M+2 pik gozlenmigtir. Her iki aminin kiitle spektrumunda da goriilen m/z degeri 218 ve

252 olan parcalarin ayn1 mekanizmayla meydana geldigi diigtintilmektedir.

A

R=H(O) m/z238
R=C1 () m/z 272

r

B
" CH R

ow
'CHS' N H / —Hg
. C|H2

e Cher CHy-CHy
A ~CH
N-CH N
I > I H] P IﬁICHS
N CH, R CHOR

— _.+O
T
P H/CH .

_H‘

m/z 218 (%10, 1)
m/z 252 (%3, 1)
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Bilesik I ve II’de alkil grubunun yapidan ayrilmasi ile olusan amin

pargasindan etilen kokiiniin atilmasi ile m/z degeri 119 olan fragment goriilmektedir

(107).

N

R=H (D
R=C1 (0D

m/z 160 (%48, 1)
m/z 194 (%60, II)

SNYON
N

m/z 161 (%18, 1)
(%12, 1D

Hzc:—~CH2 CH,

+

R
m/z 147 %21, 1) m/z 91 O
(%32, 1) 125 4D
“(CH,=C “Cle
fowon ) e
CH—CH
DAY L J
N7 ) o+
H

m/z 119 (%17, 1) m/z 89 (%25, II)
(%24, 1)

l “(HC=CH)

m/z 65 (%23,) m/z 63 (%10, D
%4, 1) @6, 1D

\

Pre oy

m/z 120 (%5 I

%5, 11
J-ens

+_.
(jC—NH
l 7

N

m/z 105 (%8, I)
(%8, 1)
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Tersiyer aminlerde goriilen sirasiyla m/z degeri 195 ve 229’a karsilik gelen

pargalarin olusum mekanizmalar asagidaki sekilde diigiiniilmiigtiir.

+° CH—CH +'
T 2
| NN/
AN N > P N
| | “(CH/CH) N |
v~ Ch R CH, R

m/z 238 () HHe
m/z 272 (D)

+'
~ CH:I’]\LI—CH?, ~ CH:N—CHZOR
“CH,»
SRReTEI®
N
;H/

N

m/z 195 (%7, 1) SN
m/z 229 (%6, 1)
+2H
“CHge

Y
+ [ ]
e

m/z 139 (%12, ID)
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7.1.2 Amidler ve Laktamlar

Aragtirmamiza konu olan tersiyer aminlerin olas1 metabolitlerinden olan aym
zamanda metabolizmasi da arastirilan amidlerin sentezlenmesi ici baslangic maddesi
olan nornikotinin sodyum hidriir gibi kuvvetli alkali varhginda benzen igerisinde ilgili

acil klortirle reaksiyonundan yararlanilmigtir.

Amidlerin sentezi i¢in bilinen en genel yontem Schotten-Baumann reaksiyonu
geregince ilgili aminin sodyum hidroksitli ortamda agil kloriirle agillenmesi (176,312)
olmakla birlikte, bu yontemle sentezlenen amidlerle verim olduk¢a az bulunmugtur.

Zayif bazik yapinin buna sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir.

Bu nedenle amid ve laktamlarin sentezinde benzenli ortamda sodyum hidriirle
reaksiyon kullamilmistir (29,185).

Ulgen ve ark. (314) karbazol ile benzoil kloriirden N-benzoilkarbazol elde
edilmesinde sodyum hidriirlii ortamda reaksiyondan yararlanirken Kiictikgiizel ve ark.
(160) ise, 4-kloroanilin ile 4-klorobenzoilkloriirden N-(4-klorobenzoil)-4-kloroanilin

elde edilmesinde Schotten Baumann reaksiyonunu kullanmiglardir.

Laktam yapismmdaki Ib ve 1IIb sentezi norkotininden hareketle
gerceklestirilmistir.

Ancak; amidlerin sentezinde reaksiyonun oda sicakligina getirilmesiyle ortama
¢coken amidlerin tersine, laktamlarin izolasyonu ancak ekstraksiyonla miimkiin
olabilmigtir. Laktam yapisindaki IIb bilesiginin ekstraksiyonu takiben kalin tabaka

kromatografisi ile saflastirnlmasi saglanmustir.
IIa bilesiginin UV spektrumunda, nikotin ttirevlerinin karakteristik maksimum

absorbsiyon gosterdikleri dalga boyu olan 260 nm'de gozlenmesi gereken band, 225

nm'deki band tarafindan rtiildiigii i¢in net gorilememektedir.
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Ia ve Ila bilesiklerinin potasyum bromiir i¢inde alinan IR spektrumlarinda, bu
bilesiklerin karakterizasyonunda ©nemli bir kriter olan C=O gerilme titresimleri
yaklagik 1630 cm™’de gozlenmistir. Ib ve IIb'de ise bu deger 1680 cm” civarinda
kaydedilmis ve baslangic maddesi norkotinine ait N-H gerilim bandinin kayboldugu

tespit edilmistir.

Amidlere ait kiitle spektrumlarinda sirastyla N-1’-benzoilnornikotin (Ia) ve N-
I’-(p-klorobenzoil) nornikotin (I a) icin m/z 252 ve 286’da molekiiler iyon pikleri
tespit edilmistir. Her iki bilesikte de ortak bir par¢alanma yolu olarak m/z degerleri 105
ve 139 olan benzoil ve p-klorobenzoil katyonlarina ait fragmentler temel pik olarak
gbzlenmistir. Bu parcalanmalar sonucu agiga cikan ve nornikotine karsilik gelen 147

fragmentinin olugumu her iki amidin de yapisim dogrulamaktadir.

Bilesik I a ve IT a’min IR ve kiitle spektrumlan Sekil 5-8’de, I b ve IIb’nin IR
spektrumlar ise Sekil 9-10’da verilmigtir.

166



Tiim karbonil bilesiklerinde oldugu gibi, amidlerde de o-boliinmesi sonucu

meydana gelen bu pargalarin olugumu agagidaki gibi distintilmiistiir.

+
. J ] C=0,
LY o
Z =0 —
N /
R
m/z 147 (%59, Ia) m/z 105 (Ia)
R (%87, 1a) m/z 139 (Ia)
R=H{a) m/z 252
R=Cl {la) m/z 286 . o
l fen
]__+ v I P R
N =0 R N
m/z 120 %12, 1a) m/z 77 (%57, Ia)
m/z 175 gggg’ %?;) gjg ﬁlﬂfﬁa) %8, Ta) m/z 111 (%44, Tla)
l'CHz=CH2
o cH
O - ot =D
I-*\-I N/ H-+
m/z 92 m/z 92 (%10, Ia) m/z 65 (%6, la)
(%5, 1Ia)

Kiitle spektrumunda m/z degeri 147 olan pargadan HCN’in ndtral

atilmasindan sonra olusan m/z degeri 120 olan ve bundan da etilen (CH,=CHy)

grubunun ¢ikmasi ile olugan pargalanmalar her iki amidde de goriilmis olup bu

fraksiyonlarin yiizdeleri diisiiktiir.
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Her iki amidde de yapidan CO grubunun atilmasiyla olusan bagil bolluklar

44 ve 47 olan fragmentler tespit edilmistir.

R
R
R=HUa) m/z 252 m/z 223 (la)
R=Cl(la) m/z 286 m/z 257 (1a)

Bilesik Ila’ya ait olan ve m/z 257 olan fragment daha sonra Cl grubunu
yapidan atarak m/z degeri 223 ve bagil bollugu %43 olan pargay1 olugturmaktadar.

+o +
\NW @ |\N1

7 =

N N

Cl
m/z 257 m/z 223 (la)

Bilesik Ia’min kiitle spektrumunda klorun varligim kanitlayan ve molekiiler
iyon pikinin 1/3’# biiyiikliigiinde olan bir M+2 piki gbzlenmektedir.
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Amid yapisindaki bilesiklerin (Ia ve Ila) kiitle parcalanmalarinda yapidan
-OH grubunun ayrilmastyla olusan fragmentler gértilmiistiir. Bu fragmentlerin yiizdeleri

sirastyla %9 ve 15 olarak tespit edilmistir.

g T i
CH CH CH CH
I 2 @ ; 2
' -~ ‘ N <
/ | = |
N C=0 N C=0

R=H{Ia) m/z 252
R=Cl (la) m/z 286

]CIH—~([3H2 T' CH—CH, T“'
‘\c CHs 1\C\CHg
NH - N P
I N~ OH*
NT C-0 N” il
R R
CGH—CHy CH—Cl
CH,-H
N\
N~ “co N b
R R

m/z 235 (a)
m/z 269 (Ia)
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7.2 Substrat ve Metabolitlerin Kromatografik Analizleri

7.2.1 Yiiksek Basmch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek basingl s1iv1 kromatografisi, diger kromatografi tekniklerine gére bazi
avantajlara sahip oldufu igin, giiniimiizde bircok konuda oldugu gibi, ilag
metabolizmasi aragtirmalarinda da cok yaygin bir kullanim alamina sahiptir
(16,210,254). Gaz kromatografisi ile kiyaslandiginda daha diigiik sicakliklarda
calismaya imkan tamyarak kararli olmayan ve ugucu maddelerin analizinin
yapilabilmesi gibi {istlinliiklere sahip olan bu ayirim teknigi ayrica UV ve MS
detektorlerinin sisteme eklenmesi ile daha gelismis ve ¢ok daha hassas ve giivenilir

sonuglar sunabilmektedir.

Metabolik reaksiyonlar sonucunda substrattan daha polar bilegikler meydana
geldiginden aragtirmaya konu olan substrat ve metabolitlerinin  ayriminda,
fizikokimyasal bakimdan birbirine benzeyen bilesiklerin ayrimna olanak saglayan
normal faz sivi kromatografisinden ziyade farkli polarite ve lipofiliklige sahip
bilesiklerin ayriminda kullanilabilen ters faz sivi kromatografisi tercih edildi (77,250).

Nornikotinle metabolizma deneylerinde detektore ilave olarak sisteme
baglanan ve kolondan eliie edilen bilesiklerin aym1 anda UV spektrumlarinin alinmasina
olanak tantyan diode-array Ozellikte detektdr baglandi (91). HPLC analizi sirasinda
standart bilegiklerin UV spektrumlari, metabolik ekstrelerin analizinde tespit edilen
maddelerin UV spektrumlar: ile karsilagtirilarak sézkonusu metabolitlerin yapilarinin
aydinlatilmasinda kullanildi.

Arastirmamizda kullanilan substratlar ve olasi metabolitlerinin birbirinden
ayrimum saglamak amaciyla farkli hacim oranlarinda asetonitril-tampon karigimlari
kullanildi. Nikotin ve tiirevlerinin yiiksek basingh s1vi kromatografisinde zit faz teknigi
ile aymmlarmin en iyi gerceklestigi tampon sistemlerinden birinin fosfat tamponu

oldugu literatiirde kaydedilmektedir (52,189). Bundan dolay: tampon ¢6zelti olarak 0.02
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M konsantrasyondaki fosfat tamponu (pH:7.4) kullamildi. Mobil fazlarin son pH1
ortofosforik asitle istenilen degere getirildi. HPLC analizleri i¢in kullanilan ayirim
sistemlerine iligkin kolon, mobil faz bilesimi, pH, akis hiz1 ile ilgili bilgiler Boliim
5.2.6’da Tablo 5.2-5.6'da verilmistir. HPLC ayirimunda tampon ¢ozeltiler kullanildigi
icin kolon, cihazm her kullamminda kolon hacminin iki kati1 bidistile su ile yikandi.
Analizden ¢6nce mobil fazin yine aym: hacimde kolondan gecirilmesi ile cihazin

stabilizasyonu saglandi.

Substratlar ve olas1 metabolitlerinin ayrim i¢in kullanilan HPLC analizlerinin

sonuglar: Tablo 6.2 ve Tablo 6.10'da 6zetlenmistir.

HPLC aymmmlarinda detektoriin dalga boyu genellikle 260 nm'ye ayarlanmuigtir.
Ciinkii nikotin metabolitlerinin tek tek UV spektrumlart alindiginda bu dalga boyunda
maksimum absorbsiyon gosterdikleri saptanmigtir. Ancak biyolojik sivilardan nikotin ve
metabolitlerinin tayininde 254 nm dalga boyunda da analiz yapildiim gosteren

caligmalar mevcuttur (184,243,341).

Sentezlenen bilesiklerin metabolizmasi ile ilgili HPLC analizlerinde 210 nm

dalga boyunda ¢aligild1.

HPLC ayirimu i¢in kullamlan ¢oziicii sistemleri, substrat ve olas: metabolitlerin
miimkiin olan en iyi gsekilde aymmmlarimi saglayacak sekilde modifiye edildi. Tiim
sistemlerde de en polar bilesik olan nikotinamid kolondan en 6nce eliie oluyorken,
kullamlan kolonun uzunlugu ve partikiil biiyiikliigiine gore tutulma zamanlar
degiskenlik gostermekteydi. Metabolitlerine gore nonpolar olan substratlarda daha geg
bir tutulma gozlenirken, bazik nornikotinle yapilan galigmalarda sistemin pH1 7.2'ye

ayarlanmugtir.

HPLC ile yapilan miktar tayini deneylerinde ekstraksiyon ve enjeksiyon hacmi
gibi faktorlerden gelebilecek istenmeyen oOzellikleri minimuma indirgemek amaciyla
internal standart kullamldi. Yapisal olarak caligilan bilesiklere benzer yapidaki

benzoilmetilamin denenen ¢ok sayidaki madde icinde en uygun 6zellik gostermekteydi.
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Ancak nornikotin ve kotinin setlerinde substrat ve olasi metabolitlerinden farkli bir
tutulma gosteren benzoilmetilamin, norkotinin setinde, metabolize olmadan kalan
substrat tarafindan ortiilecegi igin kullanilamadi. Dolayisiyla norkotininle ilgili
¢aligmalar i¢in internal standart olarak asetanilid kullamildi. Bu bilesigin zit faz HPLC
ile nikotin ve metabolitlerinin ayiriminda internal standart olarak kullanimina iliskin

kay1t ayrica literatiirde de mevcuttur (162).

Son yillarda aragtirmamizin konusu olan substratlardan N-1'-benzoilnorikotin
(281) ve N-1'-benzilnornikotin (13) enantiyomerlerinin ayirimi gaz kromatografisine
uygulanmis oldugu gibi (12) B-siklodekstrinle tiirevlendirilmis ya da siral oy- asid
glikoprotein bagl stasyoner faz (81) kullanilarak da HPLC ile yapilmustr.

Aragtirmamizda kullanilan substrat ve metabolitlerinin HPLC analizinde fosfat
tamponundan 6nce asetonitril-su karigimlar: denendi (90,243). Ancak baz1 standartlarin
tutulma zamanlarinda giin i¢i dahi sapmalar ve maddelerin kolondan geg eliisyonu
gozlendi. Tamponlanmamis asetonitril-su kanigimlarinda saptanan bu etkinin
degisebilen iyonizasyondan kaynaklandigi diistiniilmektedir (189). Ayrica yiiksek su
konsantrasyonlarinda silanol gruplarinin etkilesiminin daha kuvvetli olup, silanol
ylizeyini koruyan filmi bozabilecegi kaydedilmistir (188). Tampon ¢ozeltilerin
kullammu ile, yalmzca iyonize olabilen bilegiklerin kromatografik 6zelliginin pH'mmn
stabilize edilmesi degil aym zamanda disosiye olmus silanol gruplanyla bazik
bilesiklerin iyon degisimi etkilegsimine kargt koyabilen katyon saglanabilmesi de
miimkiin olmaktadir.

Nikotin, pKa degeri 3.12 olan piridin halkas: ve 8.02 olan pirolidin halkasindan
dolay1, diprotik baz ozelligi gostermektedir. Bu nedenle pH 7-7.5 arasinda nikotinin
%25'inden azinin no6tral yani serbest baz formuna donmesi, zit faz teknigi ile
¢aligildiginda nikotinin ylizeydeki silanol gruplan ile kuvvetli bir etkilesim
gosterebilecegi ve zayif bir pik keskinligi ve piklerde kuyruklanma meydana
getirebilecegi ihtimallerini beraberinde getirmektedir.
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Bu etkileri minimuma indirebilmek amaciyla nikotin tiirevlerinin ayiriminda
baz ile deaktive edilmis bir mobil faz se¢iminin yapilmasi ve mobil faza trietilamin
katim uygun goriilmistiir (52,167). Dolayisiyla mobil fazlara %0.1 oraninda trietilamin
ilave edildikten sonra kariggmin son pH'1 istenilen degere ayarlanmugtir. Bu
modifikasyon sonucunda, 6zellikle nornikotinin substrat olarak kullanuldigr ¢aligma

gruplarinda pik keskinliginin arttif1 ve retensiyon zamanlarimn kisaldigi gézlenmistir.

In vitro hepatik mikrozomal metabolizmalart galistlacak bilesiklerin
metabolitlerinden ayinminda denenen mobil faz sistemlerinin genellikle iyi bir ayinm

sagladig goriildu.

Beyin ve karaciger dokusu ile metabolizmasi ¢aligilan substratlar iginde
kotininin, digerlerine oranla daha ¢ok olast metaboliti bulundugundan dolay: birbirine
yakin polaritedeki bu metabolitlerin ayurimu igin farkli oranlarda asetonitril-tampon
sistemleri farkli partikiil biiyiikliigtinde kolonlarda ve akig hizlarinda incelendi. Bu
sistemlerin bilesimi Tablo 5.4 Ve 5.5'te goriilmektedir. B; programu ile bilesiklerin
birbirine ¢ok yakm tutulma gostermesi ve kantitatif c¢alisma imkanim
zorlastirabileceginden tercih edilmedi. B, progranﬁ ile nikotinamid ve 3'-hidroksikotinin
ayimrimi istenilen 6zellikte degildi. Sulu fazin oraninin arttirilmasi ile ayirim saglansa
dahi (B;) internal standart benzoilmetilamin ve kotininin tutulma zamanlann 40

dakikamn {istline ¢ikmustir.

B, sistemi gradient teknikle galigilmig olup, norkotinin ve 5'-hidroksikotininin
aym tutulmay1 gostermesi nedeni ile bu sistem de kullamlamamigtir. Ancak Bs
sisteminden mikrozomal siispansiyondan gelen proteinlerle karigabilme ve iyi
gozlenemeyecegi olasiiindan dolayr metabolik ekstrelerde 3'-hidroksikotinin

olusumunun incelenmesi amaciyla ilave olarak yararlamilmugtir.

Kotinin ve olast metabolitlerinin en iyi ayriminin S; isokratik HPLC programi

ile oldugu gbzlenmistir.
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Calismamzin bir bolimiintin konusu olan sentezledifimiz tersiyer amin
substratlarinin (I ve IT) HPLC ayiriminda, isokratik yerine gradient teknik tercih edildi.
Bunun nedeni, metabolitlerin ancak dﬁsﬁk oranda asetonitril igeren mobil fazlarda iyi
ayrimlarinin saglanabilmesi, tersiyer amin substratlarinin ise, bu mobil fazlarda ¢ok
uzun tutulmasiydi. Dolayisiyla ayrimda ilk olarak sekonder amin, aldehit, amid ve
laktam metabolitlerinin birbirinden ayirimu gergeklestirildi. Ikinci asamasinda da ilk
sistemde ¢ok gec eliisyon gosteren substratlarin asetonitril oranlarinin arttirilmasa ile
aymnmlar: saglandi. Her iki aminin de kendilerine karsilik gelen amid ve laktam
metabolitlerinin birbirine ¢cok yakin polar 6zellik gostermesi bu iki bilesigin ayrimim
oldukga giiclestirdi. Asetonitril oranlarinda yapilan ¢ok sinirda bir degisimle dahi aym

tutulma zamanini gosteriyorlardi.

Ayrica amin substratlannmin daha kolay ayrilabilmesi icin secilen pH
araliklarinda, N-dealkilasyon metaboliti olan ve ¢ok kisa tutulan nornikotinin varlig
mikrozomal ekstrelerdeki proteinle ortiilebilecegi ve sonucta HPLC analizlerinde bu
bilesige karsilik gelen pikin net gézlenemeyebilecedi i¢in s6z konusu metabolitin
meydana gelmesine neden olan N-dealkilasyon reaksiyonunun olusup olugmadigi bu
reaksiyonun diger lirlinleri olan karsilk gelen aldehit metabolitlerinin

kromatogramlardaki varlig: incelenerek tayin edildi.
7.2.2 ince Tabaka Kromatografisi

Aragtirmamiza konu olan nikotin metabolitleri ve analoglarimin kromatografik
aymminda uzun yillardan bu yana ince tabaka kromatografisi ve bilegiklerin renk
reaktifleri ile teshisi ¢ok sayida caligmanin konusu olmustur (123,182,326). Yiiksek
basingli s1v1 kromatografisi ve gaz kromatografisine gore oldukga eski bir yéntem olan
ince tabaka kromatografisi, hizli, uygulamasi kolay ve diger tekniklerle
kargilagtirildiginda daha ucuz olmasi gibi avantajlara sahip oldugundan giintimiizde de
oldukga genis bir kullamim alanina sahiptir (256).
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Tabaka kalinigi 0.2 mm olan silikajel kaph aliiminyum plaklarin (Kieselgel
60, GF,s4, Merck) kullamldign ITK calismalarinda, denenen mobil faz sistemleri ile her

bir setteki substratin, olast metabolitlerinden en iyi sekilde ayrilmasi amaglandi.

Boliim 5.2.4'te anlatilan ayirnm ve teshis iglemlerinin uygulanmasindan sonra
lekelerin tayini Rfx100 degerlerinin kargilagtirilmast ve renk reaktifleriyle elde edilen

sonuglarin gozlenmesi ile yapilmugtir.

Aragtirmamuzin konusu olan bazi substratlar ve olasi metabolitlerine ait
standartlarin ITK ile gergeklestirilen kromatografik aymmmlarindan elde edilen sonuglar

Tablo 6.3'te verilmigtir.

Norkotinin ve olast metabolitlerinin ITK analizi icin denenen A; sisteminde
metabolitlerin birbirinden iyi aynldifi gézlenmis ancak bu sistemde yakin Rfx100
degerine sahip olan norkotinin ve substrat A, sisteminde birbirinden daha iyi

ayrilabilmistir.

Laktam yapidaki substrat kotininin olasi1 metabolitlerinden ayirim igin de
yararlamlan A; sisteminin etkili oldugu tespit edilmekle birlikte, bu sistemde aym
Rfx100 degerine sahip olan norkotinin ve 5'-hidroksikotinin standartlarinin ayirm A,
sistemi ile gerceklestirilebilmigtir. Ancak iki sistemde de 5'-hidroksikotinin ve onun
ketoamid tautomeri 4-(3-piridil)-4-okso-N-metilbutiramid aym Rfx100 degerini

gosterdikleri igin ayrilamamuglardir.

Laktam yapidaki substratlarin ikincisi olan norkotinin ve olast metabolitlerinin
ayinmm A; ve A, sistemleri ile ¢alisilmig, A; ile gerceklesen ayirimin digerine oranla

daha iyi oldugu gézlenmigtir.
Substrat ve metabolitlerinin birbirinden ayrmmumin saglanmasinda kloroform:;

metanol: amonyak (9:3:1, h/h) (A1) mobil faz sistemi kullanilmistir. Bu sistem ve farkh

hacimlerdeki oranlar1 nikotin ve diger tiitiin alkaloidlerinin analizlerini konu alan ¢ogu
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arastirmada kullanilmistir (73,92,129). Kloroform: metanol (9:3, h/h) (A;) sisteminin de
kullanildig1 kaynaklar mevcuttur (92,270).

Kromatografik ayirimda lekelerin yerlerinin tespit edilmesi icin, dalga boyu
254 nm olan ultraviyole 15181n yaninda piiskiirtme belirteglerinden de yararlanild: (Bkz.
Tablo 5.1). Dragendorff belirtecinin (D;) (14,92,182,306) tersiyer amin yapisindaki
bilesiklerin turuncu renk olusturdugu tespit edildi. Ayrica amid ve laktam gibi

heterosiklik azot tasiyan bilesiklerin de bu belirtecle benzer renkler verdigi gozlendi.

Dragendorff belirteci (D), 254 nm UV lamba altinda diisiik absorbsiyon
gosteren nornikotine ait lekenin ITK plaginda daha belirli hale getirilmesinde de etkili
olmustur. Nornikotin, D; belirteci ile hemen acik turuncu renk verirken, kotinin ve
norkotininin aym belirte¢ ile olusturdugu turuncu renk, 10 saniye i¢inde kaybolmustur.

Kotininin hidroksillenmis halka metabolitlerinden hi¢biri D; ile renk vermemistir.

4-Dimetilaminosinnamaldehit belirteci (Ds) pliskiirtiilmesi aninda hi¢ bir renk
olusumu gozlenemezken 10 dak. sonra sekonder amin yapisindaki nornikotinin bu
belirtecle turuncu, norkotinin olasi metaboliti olan 4-(3-piridil)-4-oksobutiramidin ise
30 dakika sonra turuncu-kahve renk verdigi tespit edildi. D3 belirtecinin piridin tiirevi

baz bilesiklerde ge¢ renk vermesi bizim elde ettigimiz bulgular: desteklemektedir (73).

Aldehit fonksiyonel grubu tasiyan Dj belirtecinin, primer amin tagimadigi
halde standartlarla renk vermesinin, amin gruplarindaki hidrojen atomlan1 ile renkli
kondensasyon iiriinleri olusturmasindan kaynaklandig: diigtintilmiigtiir (73). Yine aldehit
grubuna sahip 4-dimetilaminobenzaldehit (D4) belirteci de nornikotine kargilik gelen

leke tizerine piiskiirtiildiigiinde beklemekle turuncu-sari renk vermigtir.

Sonug olarak aragturmanin sentez agamasindan bu yana kullanilan ince tabaka
kromatografisi, cogu standart bilesigin ayrilmasinda iyi sonuglar vermistir. Ancak daha
tatmin edici sonuglara ulagmak ve miktar tayinine de imkan saglamak icin substratlar ve

metabolitlerine yiiksek basingh sivi kromatografisi kullanilmigtir.
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7.3 Biyolojik Sistemin Hazirlanmasi ve Inkiibasyonlar

Nikotin, nikotin metabolitlerinin ve nikotin tiirevlerinin metabolizmasimin iz
vivo olarak (62,167,249) arastirildig1 ¢aligmalarin sayisi literatiirde in vitro galigmalara
kiyasla sayilamayacak kadar ¢oktur. Bu nedenle arastirmamiza konu olan substratlarin
metabolizmasi in vitro olarak, sican karaciger mikrozomlarindan hazirlanan mikrozomal
preparat ve beyin dokusu homojenat: ile ¢alisildi. Karaciger dokusunun 6zellikle tercih
edilmesinin nedeni ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P-450 ve
FMO gibi enzimlerin karaciger hiicrelerinin mikrozomal fraksiyonunda bulunmalan idi.
Enzimatik sistemlere sahip olan beyin dokusu ise nikotinle meydana gelen
nérofarmakolojik etkilerden sorumlu olabilecegi diistiniilen nikotin metabolitlerinin bu

dokuda birikebileceginden dolay1 se¢ilmistir.

Servikal dislokasyondan 6nce hayvanlar bir gece ag birakilarak yalmzca su
verildi. Aghgmm P4502E1, 3A2, 4A2 gibi sitokrom P450 izoenzimlerinin seviyesini
arttirdids literattirde kayithidir (138).

Karaciger mikrozomal preparatinin hazirlanmasina endoplazmik retikulum
fragmentlerinin kalsiyum iyonlan varh@inda agregasyonu esasina dayanan "kalsiyum
kloriir ¢oktiirme yontemi" (272) yiiksek devirlerde uzun siire santrifiij gerektirmemesi

ve kisa slirede deneyin tamamlanmasi gibi 6zelliklerinden dolayi tercih edildi.

Karaciger mikrozomal siispansiyonunun hazirlanmasinda islemler sirasinda
kofaktorler kayba ugradify igin in vitro metabolizma ¢aligmalarinda inkiibasyon
ortamina ilave edildi. Karma fonksiyon oksidaz (MFO) enzim sisteminin aktivitesinin
metabolizma reaksiyonlar: siiresince rediiklenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH+H")'a bagh olmasi ve bu maddenin pahali ve aym zamanda g¢ok stabil
olmamasindan dolay: 6n inkiibasyon sirasinda kimyasal reaksiyonla olusturuldu. Bunun
igin, NADP® disodyum, glukoz-6-fosfat disodyum (G-6-P), glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PDH) ve bu enzimin esansiyel kofaktdrii magnezyum iyonlarini igeren
standart kofaktdr kangimindan yararlamildi. Bu kangmmin hazirlamsi 5.2.10.1'de
verilmigtir.
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Beyin homojenat: ile yapilan deneylerde kofaktorlii ve kofaktorsiiz
inkiibasyonlardan elde edilen metabolik ekstrelerin kromatografik analizlerinde
metabolitlerin  olusum miktar1 bakimindan fark goézlenmemigtir (145). Doku
homojenatinin  hazirlanmas: sirasinda kofaktér kaybi olmadigi bilinmekle birlikte
metabolit olusumu halinde aradaki farkin kantitatif tayin edilebilmesi i¢in inkiibasyon

ortamina kofaktoriin eklendigi deneyler de diizenlenmigtir.

Aynca inkiibasyon calismalarinda Bolim 5.2.10.2'de belirtildigi gibi test
erlenlerinin yaninda, enzimin inaktif oldugu ya da kofaktér karisiminin bulunmadig
kontrol erlenleri de diizenlenmis ve bu gruplar da test erlenlerinde oldugu gibi aym
inkiibasyon, ekstraksiyon ve evaporasyon iglemlerine tabi tutulmugtur. Boylelikle,
kromatografik analizler sonucu tespit edilen reaksiyonlarin enzim ve kofaktorlere bagh

olup olmadig: anlagilabilmigtir.

Ozellikle nornikotin, kotinin ve norkotininin substrat olarak kullanildigi
metabolik reaksiyonlarda normal inkiibasyon protokoliine ilave olarak, bes giin boyunca
60 mg/kg fenobarbital sodyumun intraperitonal uygulanmasi ile mikrozomlar
indiiklenmis olan sicanlarin karacifer ve beyin dokusu kullamlarak metabolik
reaksiyonlar {izerinde fenobarbital tarafindan indiiklenebilen sitokrom P-450

izoenzimlerinin etkisi hem kalitatif hem de kantitatif olarak aragtirildi (220,269).
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Daha once yapilan galigmalarin bir sonucu olarak 3-metilkolantren ya da (-
naftoflavonla nikotin oksidasyonunda fenobarbital kadar spesifik bir degisiklik

kaydedilmemesinden dolay1 enzim indiikleyici olarak fenobarbital secilmigtir (218,223).

Substratlarin, biyolojik sistemlerle reaksiyonlart (inkiibasyon) salinim hareketi
yapabilen su banyosunun (inkiibator) 37°C'ye ayarlanmasi ile gerceklestirildi. n vitro
caligmalarin cogunda inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak kaydedilmis ve bu siirenin
metabolik reaksiyonlarin olusumu igin genellikle yeterli oldugu gozlenmigtir (313). Bu
nedenle inkiibasyon protokoliiniin siiresi genellikle 30 dakika olarak belirlenmis ancak,
metabolit olusumunun gozlenmedigi hallerde siire 45 ve 60 dakikalara cikartilarak,

metabolik ekstrelerden elde edilen kromatografik analiz sonuclar1 kargilastirilmstir.

7.4 Ekstraksiyon

Bir ksenobiyotigin metabolizmas1 calisildiktan sonra ilk yapilmasi gereken,
biyolojik ortamdan substrat ve metabolitlerinin suyla karismayan organik bir ¢éziiciiyle
ekstraksiyonudur. Ekstraksiyon c¢oziiciistiniin se¢iminde, ¢dziictiniin ekstraksiyon giicii,
toksisitesi, ekonomikligi, ekstre edilecek bilesigin c¢oziicii icindeki stabilitesi Snemli
kriterlerdir.

Ekstraksiyon coziiclisiiniin secimi birka¢ nedenden dolayr ¢ok ©nemlidir.
Bunlardan birincisi, ekstraksiyon coziiciisiinde safsizliklarin olmasi halinde, substrat
ve/veya metabolitlerle reaksiyona girerek kimyasal yolla -metabonat- dedigimiz yani
yanliglikla metabolit olarak saptanabilen iiriinlerin meydana gelmesidir. Buna 6rnek
olarak dietileteri verebiliriz. Dietileter zamanla substrat ve metabolitlerini okside olmug

tirlinlerine doniistiirebilecek peroksitleri yapisinda ihtiva edebilmektedir.
Kloroformla yapilan ekstraksiyonlarda da kloroform icerisinde eser miktarda

bulunabilen fosgenden dolayi ekstraksiyon sonrasinda birtakim bozunma iiriinleri

meydana gelebilmektedir.
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Ekstraksiyon  c¢oziiclilerinden  halojenli ~ hidrokarbonlarin  &zellikle
diklorometanin ekstraksiyon sirasinda bazik yapidaki maddelerle reaksiyona girerek bu
bilesiklerin klorometilkloriirlerini yani katerner amonyum tiirevlerini meydana getirdigi
tespit edilmistir. Ancak metabolik deneyler o©ncesi ilgili substrat ve olasi
metabolitlerinin diklorometanla ekstraksiyonlar: sonrasi bahsedilen yan iiriinlerin tespit
edilmemesi ¢ok sayida caligmada oldugu gibi (160,161,299) diklorometanin organik

¢oziicti olarak secimini saglamigtir.

Ayrica cekstraksiyon yapilmadan hemen Once inkiibasyon ortamina sodyum
Kloriir ilave edilmesi ile polar ozellie sahip metabolitlerin, metabolize olmayan
substratla birlikte sulu fazdaki ¢oziiniirliklerinin azaltilmas: ve daha yiiksek verimle

ekstre edilmesi amaglanmustir.

Cowan ve ark. (56), inkiibasyon sonunda sodyum klortir ile sulu fazi doyurarak
diklorometan ekstraksiyonu ile metabolitleri yiiksek verimlerle elde etmiglerdir.
Metabolik deneyleri takip eden ekstraksiyon deneyleri sonrasinda organik fazlarin
evaporasyonu azot gazi altinda ve yiiksek 1s1 uygulamaksizin 40°C'de kuruluga kadar

ucurularak metabolik ekstreler kazanilmugtir.

7.5 Substratlarin Beyin Homojenatiyla yapillan Metabolizmasindan
Elde Edilen Sonuclar

Nornikotin, kotinin ve norkotinin substratlarimin sican beyin homojenati ile
inkiibasyonu 5.2.10'da verilen yontem ve Tablo 5.8'de verilen genel deney protokoliine
gore yapildi. Ancak normal ve indiiklenmis homojenat kullanildigi igin uygulanan
prosediire ait detayl bilgi tablo 6.1'de goriilmektedir.

7.5.1 Nornikotinin Metabolizmasi

Nornikotinin sigcan beyin homojenatiyla yapilan metabolizmasindan elde edilen
inkiibatlarin kromatografik incelemesinde HPLC igin S;, ITK icin ise A; mobil faz
sistemleri kullanildi.
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Sekil 11A'da standartlar laboratuvarimizda mevcut olan nornikotin ve olasi
metabolitlerinin HPLC sistemine enjeksiyonu ile edilen kromatogram goriilmektedir.
Bu ayirimda substrat nornikotin 19.33 dakikada kolondan eliie olurken, olasi
metabolitleri nikotinamid 6.35, norkotinin 10.40, internal standart olarak kullanilan

benzoilmetilamin ise 13.37 dakikalik tutulma zamam gostermiglerdir.

Fenobarbitalle indiiklenmis ve normal beyin homojenatlarinin kullanildig: test
1 ve test 2 inkiibasyonlarina ait HPLC kromatogramlarn Sekil 11B, Sekil 11C'de
goriilmektedir. Her iki kromatogramda da nornikotinin major metaboliti olarak

beklenen norkotinin pikine rastlanmamustir.

Her iki metabolik ekstrede de nikotinamide karsillk gelen pikler

gozlenmektedir.

Denatiire beyin homojenatinin kullanildig: (Sekil 11D) ve kofaktorlerin ilave
edilmedigi, yerine tampon ¢6zeltinin kullanildig1 (Sekil 11E) kontrol denemelerine ait

kromatogramlarda metabolize olmadan kalan substrat ve internal standartlar
kaydedilmektedir.

Indiiklenmis beyin homojenatiyla yapilan test erlenlerinde rastlanan ve olasi
metabolitlerden higbirinin pikine atfedilemeyen 8.08 ve 9.00'da tayin edilen iki pike
kontrol olarak diizenlenen metabolik ekstrelerde de rastlanmaktadir (Sekil 11B ve Sekil
11E). Kontrol erlenlerine ait metabolik ekstrelerin kromatograminda da bu piklerin

g6zlenmesinden dolay: bunlarin protein kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Nornikotinin beyin homojenat1 ile inkiibasyonundan elde edilen metabolik
ekstrelerin nornikotin olas1 metabolitlerinin standartlan ile birlikte A; ve A, mobil faz
sistemleri ile ITK ile analizleri de yapildi. 254 nm UV 1sik altinda yapilan inceleme
sonucunda Rfx100 degeri sirasiyla 91 ve 6 olan metabolize olmayan substrat diginda
sadece nikotinamide kargilik gelen leke tespit edilebildi (Sekil 12). Hem standart hem
de metabolik ekstredeki substrat nornikotin, Dragendorff (D;) ve 4-
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dimetilaminosinnamaldehit (Ds) belirteci Erlich (D4) belirteci piiskiirtiiliip beklediginde

turuncu-sari renk vermigtir.

7.5.2 Kotininin Metabolizmasi

Beyin homojenat: ile yapilan inkiibasyon serisinin ikinci substrati olan

kotininin in vitro ¢aligmasi Tablo 6.1'de belirtilen protokole gore yapildi.

Enzimatik ¢alisma plani i¢in normal (fenobarbitalle indiiklenmemis) homojenat

yaninda fenobarbitalle indiiklenmis homojenatlar da kullanildi.

Kotininin olas1 metabolitleri olan nikotinamid, 3'-hidroksikotinin, 5'-
hidroksikotinin, norkotinin, internal standart benzoilmetilamin ve kotinine ait HPLC
kromatogrami Sekil 13A'da goriilmektedir. Bu standartlar S; HPLC sisteminin
kullamldig1 zit faz ayinm teknigiyle sirasiyla, 6.35, 8.37, 9.53, 10.38, 13.00 ve 14.53

dakikada tutulma zamam gostermiglerdir.

Yalnizca substrat: igeren erlene ait ekstrenin kromatograminda Sekil 13B'de de
goriilecegi gibi 10.47'de norkotinine karsilik gelen pik goriilmekte olup dolayisiyla olasi
metabolitlerden norkotininin olusup olusmadigi kotinine ait metabolik ekstrelerdeki

norkotinin miktarinin kontrol 5'deki miktari ile karsilagtirilmasi suretiyle yapilmigtir.

Kotinin substratina ait fenobarbitalle indiiklenmis ve normal beyin
homojenatiyla yapilan test 1 ve test 2 erlenlerine ait metabolik ekstrelerin HPLC
kromatogramlar1 sirasiyla Sekil 13C ve Sekil 13D'de goriilmektedir. Bu
kromatogramlardan anlasilacagy tizere kotinin sican beyin homojenatiyla olasi
metabolitlerden 3'-hidroksikotinin, 5'-hidroksikotinin ve norkotinine metabolize
olmamakta ve sadece nikotinamide karsilik gelen pik gozlenmektedir. Her iki

kromatogramda da norkotinin pikinin alaninda artig kaydedilmemistir.

Indiiklenmis homojenat ve tris tamponu (kontrol 2) ve denatiire normal

homojenat ve kofaktor (kontrol 3) tagiyan kontrol erlenlerine ait metabolik ekstrelerin
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analizlerine gore Sekil 13E ve Sekil 13F'de goriildiigti gibi kontrol &rneklerinde de

metabolize olmadan kalan substratlar tayin edilmektedir.

Test erlenlerinde (Sekil 13C ve 13D) gozlenen ve 8.62 dakikalik tutulma
gosteren pik, fenobarbitalle indiiklenmis homojenat ve tris tamponunun tek bagina
kullanildigi kontrol 6 erlenine ait metabolik ekstrenin kromatografik analizinde de
(Sekil 13G) gozlendigi icin -karakterize edilememis bir metabolit- ©zelliginden
ciknusgtir.

Benzer durumda, fenobarbitalle indiikklenmis homojenat ve tris tamponundan
olusan kontrol 2 metabolik ekstresinin kromatograminda gozlenen ve 8.03 dakikada
eliie olan bilesigin pikine de bu grubun substratsiz bosunda yani kontrol 6 erlenine ait

kromatograminda da rastlanmaigtir.

Kotininin beyin homojenatiyla yapilan inkiibasyonundan elde edilen metabolik
ekstreler olasi metabolit standartlari ile birlikte A; ve A; mobil faz sistemlerinin
kullanildig1 ince tabaka kromatografisi plagina tatbik edildi. Developmandan sonra
plaktaki lekelerin UV lamba altinda goriiniir hale getirilmesi ile test inkiibatlarina ait
metabolik ekstrelerde Rfx100 degeri sirasiyla 93 ve 62 olan substrat ve 63 ile 40 olan
nikotinamide karsilik gelen lekeler tespit edildi (Sekil 14).

7.5.3 Norkotininin Metabolizmasi

Norkotininin S; mobil fazi kullamilarak yapilan HPLC caligmasina ait
kromatogram Sekil 15A'da goriilmektedir. Bu substrata ait olusmasi muhtemel
metabolit olan 4-(3-piridil)-4-oksobutiramid standart1 8.07 dakika, internal standart
asetanilid ise 16.68 dakikalik bir tutulma gstermektedir.

Norkotinin normal ve fenobarbitalle indiikklenmis sigan beyin homojenatiyla

37°C'de 30 dakikalik inkiibasyonundan elde edilen metabolik ekstrelere ait HPLC
kromatogramlar1  swrastyla Sekil 15B ve Sekil 15C'de goriilmektedir. ki
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kromatogramdan da izlenecegi gibi diisliniilen olas1 metabolit olan 4-(3-piridil)-4-

oksobutiramid olusumu bulunmamakta sadece nikotinamid varligi gozlenmektedir.

Fenobarbitalle indiiklenmis denatiire homojenat ve kofaktor kargimum ihtiva
eden kontrol 1 metabolik ekstresine ait HPLC kromatogrami Sekil 15D'de

goriilmektedir.

Metabolize olmayan substrat ile birlikte 9.5 dakikada gozlenen ve olasi
metabolitlerin higbirine karsilik gelmeyen pikin olugumu, ayni zamanda hem test hem
de fenobarbitalle indiiklenmis homojenat ve fosfat tamponundan olusan kontrol 2
erlenine (Sekil 15E) ait metabolik ekstrelerin HPLC kromatogramlarinda da
goriilmiistiir. Bu pikin kontrol 5 yani sadece substratin homojenatsiz ve kofaktorsiiz
inkiibasyonundan elde edilen metabolik ekstrenin HPLC kromatograminda da bulunmus

olmasi, hem test hem de kontrol gruplarinda gézlenmesi bulgusunu desteklemektedir.

Fenobarbitalle indiiklenmemis normal beyin homojenatinin enzim kaynag:
olarak kullanildig1 ve kofakttr yerine tamponla yapilan metabolik ekstrenin yani kontrol
4'e ait HPLC kromatogramu da Sekil 15Fde goriilmektedir. Tiim test ve kontrol
metabolik ekstrelerinin HPLC analizlerinden aldigimiz sonuglar norkotininin sadece
nikotinamide metabolize oldugunu gostermektedir. Bu substratin ve olasi
metabolitlerinin ITK ile ayirim A; ve A, sistemleriyle calisildiginda Rfx100 degerleri
bu sistemlerde sirasiyla 86 ve 48 olan metabolize olmayan substrat ve nikotinamid

olusumu saptanmugtir (Sekil 16).

7.6 Substratlarin Karaciger Mikrozomlariyla Yapilan Metaboliz-

masindan Elde Edilen Sonuclar
Tiitiin alkaloidi ve nikotin metabolitlerinden olan nornikotin, kotinin ve

norkotininin sican karacigeri ile gergeklestirilen inkiibasyonu icin Tablo 6.4’te belirtilen

deney protokolii kullanildi.
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7.6.1 Nornikotinin Metabolizmasi

Nornikotin ve olast metabolitlerine ait standartlarin S, sistemi ile
gerceklestirilen HPLC analizi kromatogrami Sekil 17A’da goriilmektedir. Caligilan bu
sistem ve zit faz kolonla nikotinamid, norkotinin, nornikotin ve internal standarta ait
pikler sirasiyla 3.22, 7.23, 10.20 ve 13.10 dakikada saptanmustir.

Indiiklenmis ve normal mikrozomlarin enzim kaynagi olarak kullanildig test 1
ve test 2 inkiibasyonlarina ait HPLC kromatogramlarinin her ikisinde de tutulma zamam
norkotinine karsilik gelen pikler goriilmiistiir (Sekil 17B ve Sekil 17C). Indiiklenmis
mikrozomlarla yapilan inkiibasyonda norkotinin metabolitinin tnemli 6lciide arttig:
gozlenmektedir.

Norkotinin olusumunun enzimatik ya da kimyasal nedenlere dayali oldugunun
aragtirtlmast igin diizenlenen kontrol erlenlerinin higbirinde buna kargilik gelen pike
rastlanamamstir (Sekil 17D-G). Denatiire mikrozomlarin ya da kofaktor ¢cozeltisi yerine
tampon ¢ozeltisinin kullanildigi kontrol inkiibasyonlarinda norkotinin olugmamast,
Ozellikle de fenobarbitalle indiiklenmis mikrozomlarla daha yiiksek oranda olusumun

gozlenmesi, reaksiyonlarin enzimatik kaynakli oldugunu gostermektedir.

HPLC ayirimu ile gézlenen piklerin yanisira, sisteme baglanan diode-array UV
detektoriintin  yardimiyla nornikotin setine ait bilesiklerin UV spektrumlarimin
kargilagtirilmasi ile tespit edilen metabolit norkotininin yapisi tekrar dogrulanmustir
(Sekil 18).

7.6.1.1 Nornikotin ve Olas1 Metabolitlerinin Miktar Tayini

Nornikotin ve olas1 metabolitlerine ait kalibrasyon egrileri 5.2.13.2°de anlatilan
yontem izlenerek ¢izildi. Sekil 19°dan da goriilecegi gibi bu bilesiklerin standartlarina
ait kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 0.99’dan biiyiik bir degere sahipti. Bu
sete ait miktar tayini yapilirken konsantrasyon ve pik alanlari oranlar arasinda pozitif

bir korelasyon gosteren bu egrilerden yararlanildi.
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Regresyon analizi esitlikleri ve korelasyon katsayilar1 Tablo 6.6’da

goriilmektedir.

S; HPLC sistemi ile ¢aligildiginda elde edilen bulgular nornikotinin 16.5-264
nmol, norkotininin 15-135 nmol nikotinamidin ise 8-64 nmol degerleri arasinda
dogrusal oldugunu gostermistir. Bilesiklerin bu konsantrasyon araliklarindaki geri
kazanim degerleri sirasiyla nornikotin, norkotinin ve nikotinamid i¢in %97-99, %99-
102 ve %94-99 olarak bulunmugtur (Tablo 6.7).

Bos dokuya ait HPLC kromatograminda ilgi duyulan bilesiklerin pikleri ile
interefere olan herhangi bir pik gériilmemigtir (Sekil 20A).

Kalibrasyon grafigini ¢izdirmede kullamilan ve farkli konsantrasyon
araliklarindaki nornikotin, norkotinin, nikotinamid ve internal standarta ait HPLC
kromatogramlari Sekil 20°de goriilmektedir.

Fenobarbitalle indiiklenmis ve indiiklenmemis test ekstrelerindeki norkotinin
metabolitinin miktan, Sekil 19°da verilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak tayin

edilmigtir.

7.6.2 Kotinin Metabolizmasi

Kotinin ve olasi metabolitlerine ait standartlarin S; sisteminin kullamildig:
HPLC cihazina enjeksiyonundan sonra nikotinamidin 6.37, 3’-hidroksikotininin 8.47,
5’-hidroksikotininin 9.80, norkotininin 12.22, benzoilmetilaminin 15.05, substratin ise

20.63 dakikada kolondan eliie oldugu Sekil 21A’da da goriilmektedir.

Kotinin metabolik test 1 ekstrelerine ait HPLC kromatogramlarinda 9.97, 12.58
ve 15.03 dakikalik tutulma zamanlarinda gézlenen piklerin sirasiyla 5°-hidroksikotinin,
norkotinin ve benzoilmetilamine karsilik geldigi standart bilesiklerin HPLC
kromatogrami ile kargilagtinldiginda anlagilmaktadir (Sekil 21B). Normal
mikrozomlann kullamldig1 test 2 erlenine ait HPLC kromatogrami da Sekil 21C’de
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goriilmektedir. 5’-Hidroksikotinin metabolitinin olugumu normal mikrozomlarla yapilan
inkiibasyon sonrasinda da tespit edilmis olup olusumlari arasindaki kantitatif fark
kolaylikla makroskopik olarak da gozlenebilmektedir.

Test 1 ve test 2 metabolik ekstrelerinin HPLC analizlerinde Sekil 21B ve Sekil
21C’de goriildiigii gibi norkotinin olusumu goriilmektedir ancak bu pike sadece
substrat1 iceren kontrol 5 erlenine ait HPLC kromatograminda da ($ekil 21D) rastlanmig
olmas: ve test erlenlerindeki norkotinin miktarinda artma gozlenmemesi norkotininin

enzimatik reaksiyonla olusmadig1 bulgusunu ortaya ¢ikartmaktadir.

Sekil 21E’de de normal mikrozom ve tampondan olusan kontrol 4 erlenine ait

metabolik ekstrenin HPLC kromatogrami goriilmektedir.

Fenobarbital ile yapilan enzim indiiksiyonu caligmalarinda 5’-hidroksikotinin
metabolitinin olusumundaki artis sdzkonusu metabolik reaksiyonun fenobarbitalle
indiiklenebilen sitokrom P450 izoenzimleri ile katalize edilmig olabilecegini

diistindiirmektedir.

Kotinin setine ait olas1 metabolitlerden 3’-hidroksikotininin olugumuna test
erlenlerinde rastlanmamakla birlikte, proteinler ve nikotinamid piki ile Ortiitmiig
olabilecegi ihtimali gozontine alinarak farkli bir HPLC sistemi ile dier olasi
metabolitlerin ayirimi saglanamasa da 3’-hidroksikotinine ait pikin tutulma zamani daha
geriye alinmaya c¢aligildi. Bu sistem tiim setin kromatografik ayirimi i¢in kullamlmadi
cinkii, 5’-hidroksikotinin ve norkotinin olas1 metabolitlerine ait pikler
aynlamamaktaydi. Dolayisiyla yalmzca 3’-hidroksikotinin metabolitinin olugup
olusmadiginin ispati i¢in Bs HPLC progranu ile inceleme yapildi.

Standartlar karigim ve fenobarbitalle indiiklenmis mikrozomlarla yapilan test 1
metabolik ekstresine ait kromatogramlar Sekil 22A ve Sekil 22B’de goriilmektedir.

HPLC kromatogramlarindan da izlenecegi gibi 3’-hidroksikotinin standartina
(Rt=9.15) karsilik gelen bir pik olusumuna testte rastlanmamagtir.
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7.6.2.1 Kotinin ve Olasi Metabolitlerinin Miktar Tayini

Kotinin ve olasi metabolitlerinin miktar tayinini yapabilmek icin gerekli
kalibrasyon egrileri 5.2.13.2°de anlatilan yonteme gore calisilarak elde edildi. Substrat
ve olas1 metabolitlere ait kalibrasyon egrileri Sekil 23’te goriilmektedir. Egrilerin
0.99’dan biiyiik korelasyon katsayilar: ile lineer oldugu goriildii. Dolayisiyla, her bir
bilesigin konsantrasyon ve pik alanlarn oranlari arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
sOylenebilmektedir. Bu kalibrasyon egrileri, bu calisma grubunun in vitro

metabolizmasinda miktar tayini icin kullanilmigtir.

Kotinin ve olas1 metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarda bos dokuya katim
yapilmasindan sonra S; HPLC sistemi ile yapilan analizleri sonucu bu sistemde
kotininin 90-720 nmol, 3’-hidroksikotininin 52-520 nmol, norkotininin 7.5-180 nmol,
5’-hidroksikotininin 6.5-156 nmol, nikotinamidin 20-240 nmol degerleri arasinda bir
lineerlik gosterdigi bulunmugstur (Tablo 6.8). Bilesiklerin bu konsantrasyon
araliklarindaki geri kazamim degerleri sirasiyla %77-82, %83-93, %89-91, %90-99,
%87-104 olarak hesaplanmustir (Tablo 6.9).

Her bir standarta ait regresyon analizi esitlifi ve korelasyon katsayilar1 tablo

6.8’de goriilmektedir.

Sekil 24A’da da goriildiigii gibi bos inaktif dokuya ait kromatogramda interfere

olan herhangi bir pike rastlanmamugtir.

Inaktif inkiibasyon ortamina katim yapilmig 5’-hidroksikotinin ve norkotininin
kromatografik ayirimu Sekil 24B-24E’de goriilmektedir.

Metabolik test ekstrelerinde olusan 5°-hidroksikotinin miktar1 direkt olarak
cizilmis kalibrasyon grafiginden okundu.
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Bu sete ait diger bilegiklerden nikotinamid, 3’-hidroksikotinin ve kotininin

katimi ile yapilan ekstraksiyon ¢aligmasina 6rnek Sekil 24F°de goriilmektedir.

7.6.3 Norkotinin Metabolizmasi

Norkotininin sigan karacigerlerinden elde edilen mikrozomal preparatlarla
NADPH varliginda yapilan in vitro inkiibasyonundan sonra elde edilen inkiibatlarin
diklorometan ile ekstraksiyonu sonucu elde edilen metabolik ekstrelerin HPLC ve ITK

yontemleri ile analizleri yapildi.

Substrat ve olas1 metabolitlerin S; mobil fazinin kullanildigi HPLC sistemine
uygulanmasi sonucu elde edilen standart karigimina ait kromatogram Sekil 25A’da

goriilmektedir.

Norkotinin setine ait metabolik test 1 ve test 2 ekstrelerinin HPLC sistemine
enjeksiyonu sonucu elde edilen kromatogramlarin sekilleri sirasiyla 25B ve 25C’de
goriilmektedir. Test 1 erlenine ait kromatogramda nikotinamid 6.85, substrat 11.32,
asetanilid ise 17.18 dakikalik tutulma zamani géstermislerdir.

Test 1 ve test 2 kromatogramlarinda gézlenen ve 8.05 dakikada tayin edilen
pikin olugmasi beklenen metabolit 4-(3-piridil)-4-oksobutiramid oldugu diigtiniilmuigtiir.
Ancak bu pikin ve aynt zamanda 8.4 dakikada eliie olan pikin de kontrol erlenlerine ait
kromatogramlarda da tayin edilmesi ve test erlenlerinde kantitatif olarak fark
gézlenmemesi bu piki olusturan maddenin metabolit olmadig1 bulgusunu ortaya
cikartmastir.

Denatiire indiikklenmis mikrozom ve kofaktdrden olusan kontrol 1 ve normal
mikrozom ve tampondan meydana gelen kontrol 4 erlenlerine ait metabolik ekstrelerin
HPLC analizini gosteren kromatogramlar sirasiyla Sekil 25D ve Sekil 25E’de

goriilmektedir.
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Norkotininin karaciger mikrozomlar1 ile yapilan inkiibasyonunda da
indiiklenmis mikrozom ile kofaktorlerin substratsiz birlikte inkiibasyona tabi tutuldugu
kontrol 6 erleninin metabolik ekstresinde (Sekil 25F) ekstraksiyonda ortama katilan

asetanilid ve 6.80 dakikalik tutulma gosteren pikin varligi gézlenmektedir.

7.6.4 Nornikotin Tiirevi Substratlarin Karaciger Mikrozomlariyla

Yapilan Metabolizmasindan Elde Edilen Sonuclar

Nornikotinin baglangic maddesi olarak kullanildig:r sentez edilen bilegiklerin
inkiibasyonu da fenobarbitalle indiiklenmis ve normal karacifer mikrozomlan ile

yapildi.

7.6.4.1 N-1'-benzilnornikotin (I)'in Metabolizmasi

Tersiyer amin yapisindaki substratlarin birincisi olan N-1'-benzilnornikotin (I)
ve olas1 metabolitlerine ait standartlarin S4 sistemi ile gerceklestirilen HPLC analizine
ait kromatogram Sekil 26A'da verilmigtir. Gradient teknikle yapilan bu ayirimda polar
metabolit olan nornikotin 2.52 dakikalik bir tutulma gosterirken, diger olasi
metabolitleri olan aldehit, amid ve laktam yapisindaki bilesikler birbirine yakin
zamanda eliisyon gostermiglerdir (11.30, 13.22 ve 14.48 dak.).

Inkiibasyon protokoliinde kofaktor ¢ozeltisi yerine tampon c¢ozelti eklenerek
diizenlenmis kontrol inkiibasyonlarinda yalmzca 29.10 dakikada gézlenen degigsmeden
kalan substrat goriilmektedir (Sekil 26B).

Bu setin test inkiibasyonlarimin HPLC kromatogramu incelendiginde 11.42

dakikalik tutulma zamamnda gozlenen pikin benzaldehite karsilik geldigi (Sekil 26C),

standart karisimina ait HPLC verileriyle kargilagtirma yapildiginda anlagilmigtir.
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Benzaldehit metabolitine kargilik gelen pike kontrol deneylerine ait metabolik
ekstrelerde rastlanmamig olup reaksiyonun enzimatik kaynakli oldugu sonucu ortaya
cikmaktadir.

7.6.4.2 N-1'-(p-klorobenzil) nornikotin (II)'in Metabolizmasi

N-1'-(p-klorobenzil) nornikotin (II)'in, bilesik (I) ile aym kosullarda yapilan
mikrozomal metabolizma caligmas: sonrasinda metabolik eckstrelerin Ss sistemi ile

HPLC analizleri gergeklestirilmigtir.

Birbirinden olduk¢a farkli polariteye sahip substrat ve metabolitleri ancak
gradient teknik ile ¢aligildiginda daha iyi bir aymrim saglanmig ve analiz siireleri
kisaltilabilmigtir. Mobil faz sisteminin son pH'1 3'e ayarlanarak klor ile siibstitiic olmug
bilesiklerin kolondan daha erken eliie olduklar1 gozlenmistir. Bu sete ait standartlar

karigimina ait kromatogram Sekil 27A'da verilmisgtir.

Denatiire mikrozomlarin kullanildig1 kontrol inkiibasyonlarinda goriillen ve
35.05 dakikalik tutulma zamaninda gézlenen pik metabolize olmadan kalan substrata
karsilik gelmektedir (Sekil 27B).

Inditklenmis mikrozomlarin enzim kaynag: olarak kullamldigi test
inklibasyonuna ait HPLC kromatograminda 10.33, 12.9 ve 26.17 dakikalik tutulma
zamanlarinda g6zlenen piklerin sirasiyla amid (IIa), laktam (IIb) ve p-klorobenzaldehite
kargilik gelmekte oldugu gézlenmektedir (Sekil 27C). Bununla birlikte normal
mikrozomlarin kullamlarak yapildig: test inkiibasyonuna ait HPLC kromatograminda
Sekil 27D'den de goriilebilecegi gibi yine amid, laktam ve aldehit metabolitleri
saptanmig olup miktarlan indiiklenmis mikrozomlarla yapilan test erlenindekine oranla

cok daha az oranda tespit edilmistir.
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7.6.4.3 N-1'-Benzoilnornikotin (Ia)'in Metabolizmasi

Sentezlenen bilesiklerden amid yapidaki substratlarin birincisi olan N-1'-
benzoilnornikotinin metabolizmasi sonucu elde edilen metabolik ekstrelerin analizi Sg
izokratik HPLC sistemi ile yapilmis olup, hidrolitik reaksiyon sonucu olusmasi
beklenen nornikotin metaboliti standartlara ait kromatogramda 5.72 dakikalik, substrat
ise 13.20 dakikalik tutulma gostermistir (Sekil 28A).

Kofaktorlerin ilave edilmedigi kontrol inkiibasyonuna ait kromatogramda Sekil
28B'den de goriilebilecegi gibi metabolize olmadan kalan substrat 13.52 dakikada

goriilmektedir.

Indiiklenmis mikrozomlarla yapilan test inkiibasyonuna ait HPLC
kromatogramunda 5.77 dakikalik retensiyon zamaminda gozlenen pik nornikotin
metabolitine karsilik gelmekte olup, metabolit pikinden Once 4.25 ve 5.05'te iki pike
rastlanmigtir (Sekil 28C).

Ozellikle 5.05 dakikalik tutulma zamamnda gozlenen pik oldukca yiiksek
oranda olusmakta olup, mevcut standart bilesiklerden hicbirine karsilik gelmemekte ve
yapis1 bilinmemektedir. Bu pik kontrol inkiibatlarinda da az miktarda goriilmekte olup,
test erlenlerinde gozlenen pike ait alanin daha yliksek olmasi, sézkonusu metabolitin

enzimatik reaksiyonla olustugunu gostermektedir.

Normal mikrozomlarla yapilan test inkiibasyonuna ait HPLC kromatograminda
da nornikotin metabolitinin olusumu 5.77 dakikada goriilmekte olup indiiklenmis
mikrozomlarla karsilastirildiginda hem nornikotin metaboliti hem de karakterize
edilemeyen diger metabolitlere ait piklerin alaninda nicel bir azalma gzlenebilmektedir
(Sekil 28D). Dolayisiyla, sozkonusu metabolik reaksiyonlarin fenobarbitalle
indiiklenebilen sitokrom P-450 izoenzimleri trafindan katalizlenmis olabilecegi

diigtiniilmektedir.
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7.6.4.4 N-1'-(p-klorobenzoil) nornikotin (IIa)'in Metabolizmasi

Metabolizmasim aragtirdigimiz substratlarin sonuncusu ve amid yapisindaki N-
I'-(p-klorobenzoil) nornikotin (Ila) ve olasi metaboliti nornikotinin ayrmu igin S;
izokratik HPLC sistemi kullanildi. Standartlar karigimina ait kromatogram Sekil 29A'da

goriilmektedir.

Kofaktorlerin ilave edilmedigi kontrol inkiibatlarinda yalmzca metabolize
olmadan kalan substrata ait pik 8.70 dakikada goriiliirken (Sekil 29B), metabolik test
ekstrelerinde hidroliz metaboliti olan ve 5.88 dakikalik tutulma zamam g6steren

nornikotin olugumu gézlenmektedir (Sekil 29C).

7.7.1 Beyin Homojenat1 le Yapilan Metabolik Calismalardan Elde

Edilen Sonuclarmm Degerlendirilmesi

Nikotinle meydana gelen norofarmakolojik etkilere metabolitlerinin 6nemli
olgtide katkisi olabilecegi diisiiniildiigiinden, bu metabolitlerin beyinde varligi ve
miktarim tayin amaciyla sicandan izole edilen beyin homojenatinin kullamldig:

¢alismamizda segilen nikotin ara metabolitlerinin metabolize olmadid1 gézlenmistir.

Onceden yapilan farmakokinetik galigmalar farkli deney hayvanlarina farkl
yollardan nikotin verildiginde beyinlerinde nikotin varligini gostermis olsa da (10,55)
bu aragtirmalar beyinde nikotin ve metabolitlerinin birbiri ile goreceli konsantrasyonunu

tayin etmemekte ve metabolitlerin akibeti ile ilgili kapsaml bilgi vermemektedir.

Findik faresi iizerinde yapilan metabolizma deneyleri, karaciger, bobrek ve
akciger dokular ile nikotinin kotinine metabolize oldugunu ancak beyin dokusu ile
yapilan deneylerde metabolit olusumuna rastlanmadifim gostermekte olup (276)

bulgularimizi desteklemektedir.
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Nikotinin metabolizmasinin kobay ve sican beyin homojenat: ile aragtiriidig
calismalarinda Jacob ve ark. (145), kotinin metabolitinin olusumunu GC-MS analizleri

ile gostermislerdir.

Ghosheh ve ark. (104) akut periferal nikotin verilmesinden sonra, GC-MS
analizleri sonuglarina gore sican beyni siipernatant: ekstrelerinde kotinin, nornikotin ve
norkotinin olusumunu gozlemlemislerdir. Ancak, akut uygulamadan sonra beyinde bu
metabolitlerin ¢ok c¢ok diigiik miktarlarda bulunmasi, miktarlarinin tayinine imkan

vermemistir.

Dolayisiyla bu bulgu, sican beyninin in vitro olarak kullamldi$ calisgmamizda
ara metabolitlerden metabolit olusumunun belki de ¢ok az oranda da olsa gerceklestigi
ancak gozlenemedigi sonucunu akla getirmektedir. Burada, beyindeki enzim miktarinin

karacigerdeki konsantrasyona gore kiyaslanamayacak kadar az oldugu diigiiniilmelidir
(28).

Sicanlara tek doz (0.54 mg/kg) nikotin verildikten sonra enjeksiyonu takip
eden 4. saatte nikotinin tespit edilen miktart 12.1 ng/g beyin, metabolit kotinin,
nornikotin ve norkotininin miktar1 sirasiyla 44.6, 11.7, ve 3.1 ng/g beyin olarak

bulunmugtur (60).

Ancak tekrarlanmug peryotlarla nikotinin alinimuindan sonra hem nikotin hem
de metabolitlerinin beyinde birikimi sicanlar {izerinde yapilan deneylerde bulunmug
olup, beyindeki nikotin konsantrasyonlarimin plazmasindaki nikotin ve Kkotinin
konsantrasyonlarindan bagimsiz diisiintilmesi gereklilii sonucunu ortaya ¢ikartmigtir
(105).

In vitro deneyimizin sonucuna gore kotininin metabolize olmamasi in vivo

olarak bu substratin metabolizmasinin ¢aligildig1 deneylerle korelasyon gostermektedir.

Kotininin periferal alinimindan sonra elde edilen bulgular norkotininin

periferde olustugunu gostermektedir (36,67,201,202). Crooks ve ark. (59), S-(-)- [G-3H]
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kotinin kolaylikla kan beyin engelini agabilmesine ragmen bu substratin periferal
almindan sonra santral sinir sisteminde norkotinin varhigma rastlamamglardir.
Dolayistyla, nikotinin periferal alimmindan sonra beyinde saptanan norkotininin,
beyinde nornikotinin 5’-karbon oksidasyonu ile olustugu diisiiniilmektedir. Ancak in
vivo metabolizma ¢aligmalar1 ile nornikotinin beyinde hangi sekilde bulundugunu
ispatlamak imkansizdir. Ciinkii, nikotinin periferde N- demetilasyon ile nornikotine
doniisip oradan kan-beyin engelini agip beyinde bulunmasi ya da alternatif olarak,
lokalize halde beyinde bulunan nikotinin N-demetilasyonu ile bulunmasi durumu séz

konusudur.

Periferal nikotin almmindan sonra nikotin 30-60 dakika gibi kisa bir siire
gegerken, kotininin beyne nikotinden ¢ok daha kisa bir siirede dagildigt ve santral sinir

sisteminde nikotinden daha uzun stire kaldig1 saptanmigtir (58).

Nikotinin in vivo alimmdan sonra beyinde nikotin metabolitlerinin olusumu

agagidaki sekilde dzetlenebilir.

Beyin Kotinin =— Nikotin — Nomnikotin —> Norkotinin
I?%%%eﬁyi}{eiléeiiiﬁ::Zf::ﬁ“:::::‘H:ﬁ::ﬁﬁﬁ?ﬁ y
Perifer Kotinin = Nikotin — Nornikotin —> Norkotinin

| }

Dolayisryla bu olugyumu en iyi agiklayabilecek bulgu in vitro galisma ile elde
edilebilmektedir.

Si¢an beyni ile nornikotinin ya da kotininin norkotinine metabolize olmamasz,
aragtirmamizdan elde edilen bulgularla birlestirildiginde kismen de olsa bu deney
hayvanmin beyninde in vivo olarak tespit edilen norkotininin periferde nikotin
metaboliti olarak olustuktan sonra kan beyin engelini ge¢mesi sonucu meydana

geldigini diigtindiirmektedir.
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Kotininden bagka yine periferal nikotin alimmindan sonra beyinde nornikotin

ve norkotinin metabolitleri de bulunmustur.

Nikotinin periferal alimmindan sonra beyinde nornikotin metabolitinin varlig1
ilk kez Crooks ve ark. (59) tarafindan bulunmugtur. Ancak bu ¢alismada nornikotinin
metabolik olarak beyinde mi olustugu yoksa nikotinin periferdeki metabolizmasindan
sonra m1 beyne dagildig1 sorulan agiklik kazanamamusgtir. Tiitiindeki total alkaloidlerin
%20’sini olusturan nornikotin, sigan beyin membranlarinda [*H]-nikotinin yiiksek

affinitesini inhibe etmektedir (55).

Ghosheh ve ark. (105), siganlara nikotin enjeksiyonunun sayisinin artmasiyla,
beyindeki kan oranlarinin nornikotinin beyne dagiliminda artis oldufunu, siirekli
nikotin infiizyonu ile kandaki nikotin ve nornikotin konsantrasyonlar: sabit iken beyinde

bu oranlarin 4 kat1 oldugunu kaydetmislerdir.

Nikotinle kiyaslandiginda nornikotinin de santral sinir sisteminde daha uzun
stire bulunabildigi 6ne stirtilmektedir (58). Bu nedenle nornikotinin, kronik aliminda,
daha uzun plazma yanlanma Omriine sahip oldugu igin bu metabolitin beyinde
birikebilecegi diigtintilebilir.

Bundan bagka, nornikotin aymi zamanda tiitinde bulunan major bir alkaloid
oldugundan, beyinde bu bilesigin goriilmesine ayrica bir neden olugturmaktadir.
Dolayisiyla, nikotini aym miktarda alan bireylere oranla, tiitiin dumanina maruz kalan

bireylerde santral sinir sisteminde nornikotin birikimi daha yiiksek oranda olacaktir.
In vivo, tekrarlanan dozlarla kotinin konsantrasyonlarmin beyinde sabit
bulunmasi, nikotinle olugan etkilerde kotininden ziyade nikotinin sorumlu olabilecegi

One stirtilmiigtiir.

Insan beyin dokusunda oldugu gibi (28) deney hayvanlarimn beyninde de
sitokrom P450 ve FMO enzim sistemleri tespit edilmis olup (207,260), karacigerdeki
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P450 enzimlerine yapisal olarak ¢ok benzeyen ve fenobarbital ya da 3-metilkolantren
gibi indiikleyicilerle secici olarak indiiklenebilen izoenzimlerin varligi bulunmustur (6).
Son yillarda alkol bagimhlarinda beyindeki sit P4502E1 izoenziminin indiiklendigi
kaydedilmistir (5).

Aynica nikotinin kendisi de beyindeki P450 enzimlerinin ve bazi

monooksijenaz aktivitelerinin segici indiikksiyonuna sebep olmaktadir (7,260).

Normal yani fenobarbitalle indiiklenmemis beyin homojenat: ile yapilan
deneylerde metabolit bulunamamus olmasi, ayn1 sonuglarin indiiklenmis homojenatlarla

da elde edilmesi ile desteklenmektedir.

Jacob ve ark. (145), kobay ve sican beyin homojenati ile nikotinin
metabolizmasim arastirdiklant deneylerinde inkiibasyonda kofaktér kansimini ilave
etmedikleri c¢alisma grubunda kotinin miktarimin kofaktorlii protokolden farkh

olmadigint gézlemislerdir.

Nornikotin, kotinin ve norkotinin si¢an beyin homojenati ile inkiibasyonlari
sonucu metabolik ekstrelerde metabolit olusumuna rastlanmamasindan dolayi,
inkiibasyon kosullarinda degisiklikler yapilarak elde edilen sonuglarn tartisilmasi
yoluna gidilmistir. Bu amagla beyin homojenatlarinda substratlari metabolize
edebilecek diizeyde NADPH bulunmasina ragmen inkiibasyon ortamina kofaktor ilave
edilmig ve inkiibasyon siiresi bir grup test deneylerinde 30 dakikadan 60 dakikaya
¢ikartilmigtir. Inkiibasyon parametrelerinde bu degisikliklerle birlikte her tic substratla

da inkiibasyon tiger kez tekrarlanmig ancak metabolit olusumuna rastlanamamgtir.

Yapilan aragtirmalar P450 ve FMO enzimlerinin beyinde en ¢ok sinir
hiicrelerinde lokalize oldugunu gostermektedir (260). Sinir hiicrelerinin rejenerasyonla
kendini yenileme yeteneginin diistik olmasindan dolay:r beyinde birikecek nikotin
metabolitlerine karst beynin hassasiyet gosterip, hiicre fonksiyonlarmin harabiyeti

sozkonusu olabilecektir.
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Beyinde metabolize olmayan nikotin metabolitlerinin birikimi ve bunlarin
taninmasi, tiitlin irtinlerinin kullaniminin, santral sinir sistemine etkisinin katkisinin
anlasilmas1 ve nikotinin nérokimyasal ve farmakolojik etkileri ile ilgili temel kriterlerin

aciklanmasi yolunda yeni bir kaynak olugturmaktadir.

Uzerinde cahigtigimiz substratlarin sicandan izole edilen beyin dokusu ile
metabolizmasinda herhangi bir enzimatik reaksiyona rastlanamamig olmakla birlikte
gelecekteki ¢alismalarda hamster, kobay gibi farkli ve biiytik deney hayvanlarinin beyni
ya da 6zellikle insan beyninin enzim kaynagi olarak kullanilmasi, bu sayede in vitro ve

in vivo bulgularin kiyaslanmasi hedefimiz olmugtur.

7.7.2 Karaciger ~ Mikrozomlar1 fle  Yapilan  Metabolik
Cahsmalardan Elde Edilen Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tezimizin bir boliimiiniin konusunu olusturan nikotin ara metabolitlerinden
nornikotin, kotinin ve norkotininin metabolizmasi tizerinde yapilan ¢aligmalarin sonucu
olarak nornikotinin laktam metaboliti norkotinine, kotininin hidroksilasyon metaboliti
5'-hidroksikotinine metabolize oldugu, norkotininin ise metabolize olmadiZ

gozlenmistir.

Nornikotinin karbon oksidasyonu ile olusan norkotininin metabolitinin miktar:
normal karacifer mikrozomlari ile 80 nmol/mL olarak bulunurken fenobarbitalle
indtiklenmis mikrozomlarla 127 nmol/mL olarak tayin edilmigtir.

Nornikotinin karbon oksidasyonu hem in vitro (3,245) hem de in vivo (319)

deneylerle arastirilmig ve norkotininin major metabolit oldugu bulunmusgtur.

Nornikotinden norkotinin olusumunun nikotinden kotinin metabolit olusumuna
benzer bir mekanizma ile oldugu 6ne siiriilmektedir. Karbinolamin araiiriiniinden agik
zincir aldehidin olusumu sonra da bu yapmin asit metabolit aracilifiyla norkotinine

siklizasyonu distintilmektedir.
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Nornikotinden norkotininin olugumu

Karbinolamin ara tirlinii ile dengede oldugu 6ne siiriilen iminyum iyonunun
niikleofillerle reaksiyona girebilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii, siyaniir iyonlar
varligmmda sekonder siklik aminlerin karaciger mikrozomlar: ile inkiibasyonundan
tersiyer alisiklik aminlerin benzer reaksiyonlar gosterdigi gézlenmektedir (211).

Fenobarbitalle mikrozomlar1 indiiklenmis siganlarla yapilan deneylere ait
metabolik ekstrelerde norkotinin olusumunun artmis olmasi enzimatik reaksiyonun daha

Once de belirtildigi gibi sitokrom P450 enzimi ile katalizlendigini g6stermektedir.
Nikotinin oksidasyonunda fenobarbitalle indiiklenebilen sitokrom P450

izoenzimlerinin katalizérligii ¢ok sayida ¢aligmanin sonucu olarak literatiirde kayitlidir
(219,220,251). ‘
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Nikotinden sonra metabolik yollan tizerinde diger tiitiin alkaloidlerine gore en
cok aragtirma yapilan alkaloid kotinindir. Ancak kotininin in vitro metabolizmas:

hakkinda sinirh sayida bilgi mevcuttur.

Nikotinin metabolizmasi {izerinde yapilan aragtirmalarin gogu nikotinin sonraki

metabolik yollarmin kotinin tizerinden meydana geldigini gostermektedir (143,317).

Kotinin de nikotin gibi hem karbon hem de azot oksidasyona ugrayabilir.

Insanlarda nikotinin yaklagtk %70' kotinine metabolize olmaktadir (141).
Kotinin de in vivo olarak daha sonra 6nemli 6lgiide metabolize olmaktadir. Yiksek
dozda kotinin alan bireylerde major idrar metabolitinin 3'-hidroksikotinin oldugu (36)
daha sonra maymunlar tizerinde yapilan in vivo ¢aligmalarda bu metabolitin idrarda

trans izomeri seklinde bulundugu (67) kaydedilmektedir.

Kotininin hidroksilasyonunun pirolidin halkasinin 3'-konumunda meydana
geldigi ve hem cis hem de trans izomerinin olustugu kaydedilmektedir. Bu oksidasyon
tirlinleri tiitiin bagimlilarinin idrarinda ve nikotinin metabolitleri olarak gézlenmektedir
(224,317). Li ve ark. (178), bu metabolitlerin kotininden kobay karaciger
mikrozomlarinda da olustugunu géstermiglerdir.

Bu konu ile ilgili olarak yapilan kantitatif ¢aligmalar trans-3'-hidroksikotinini
insanda ve deney hayvanlarinda (63,97,226,318) in vivo major metabolit olarak

gostermistir.

Normal ve indiiklenmis karaciger mikrozomlan ile 3'-hidroksikotinin olusumu
ti¢ ayn inkiibasyonla kontrol edilmis ancak metabolik ekstrelerde gézlenememistir. Bu
bilesik pek ¢ok tiirde in vivo major metabolit olarak bulunmasina ragmen in vitro
olusumuna iligkin kesin delillerin olmadig: literatirde de kayith olup bizim
bulgularimz1 desteklemektedir (295). Enzim inditksiyonu yapilarak izole edilmis organ
ve tiim doku preparasyonlarim1 kullandiklari deneylerinde Foth ve ark. (97), farede

trans-3"-hidroksikotinin metabolitinin olusmadigini gézlemislerdir.
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Kobaydan izole edilen karaciger mikrozomlan ile kotininin 4-(3-piridil)-4-
okso-N-metilbutiramid ve 3"-hidroksikotinine metabolize oldugu, ketoamidin major
metabolit olarak gozlendigi kaydedilmektedir (178). 4-(3-Piridil)-4-okso-N-
metilbutiramid metabolitinin maymunda da nikotinden olustugu ancak siklik tautomeri
olan 5'-hidroksikotininin %80'den fazla oranda daha fazla bulundugu bildirilmistir
(229).

Denatiire edilmis mikrozomlarin kullamldig1 ve kofaktorlerin ilave edilmedigi
kontrol denemelerinde 5'-hidroksikotinin metabolitinin olugumunun gézlenmemis

olmasi reaksiyonun enzimatik kaynakli oldugunu bir kez daha kanitlamigtir.

Fenobarbitalle indiiklenmemis normal sigan karaciferi mikrozomlarinin
kullanildig1 metabolik ekstrelerde 5'-hidroksikotinin metaboliti 16 nmol/mL miktarmda
olusurken, fenobarbitalle mikrozomlarn indiiklendigi metabolik ekstrelerde 5'-
hidroksikotinin metaboliti 28 nmol/mL oraninda olusmustur.

Murphy ve ark. (212), tiitin bagimlilarinda kotininin, 5'-hidroksikotinine
metabolizmasinda sitokrom P4502A6 enziminin katalizér oldugunu 6ne siirmiiglerdir.
Dolayisiyla sitokrom P450 enziminin indiiksiyonunu saglayan fenobarbitalin
uygulandig1 mikrozomlarla 5'-hidroksikotinin metabolitinin miktarinin artmis olmasi bu
reaksiyonun da P4502A6 enzimi ile katalizlenebilecegi sonucunu ortaya ¢ikartmaktadir.

N-Demetilkotinin (norkotinin) metaboliti tiitiin bagimlilarinda ve ayrica nikotin
ve kotinini farkli yollardan olan bireylerde ve bazi tiir hayvanlarda idrar metaboliti

olarak bulunmustur (35,201).

Hamster, kobay ve farenin karaciger mikrozomlarim kullanarak yaptiklar

aragtirmalarinda Li ve ark. (178), norkotinin metabolitinin olugumuna rastlamamiglardar.

Dolayisiyla, fenobarbitalle mikrozomlarimin indiiklendidi sigan karacigeri ile

de kotininden norkotinin metabolitinin tayin edilememis olmasi 6nceki bulgularla
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dogruluk kazanmakta olup, norkotinin metabolitinin ¢esitli deney hayvanlarinin

yalnizca idrar metaboliti oldugu sonucunu ortaya gikartmaktadur.

Kotininin kobay ve tavsan karacigerinden hazirlanan preparatlarla
inktibasyonundan N-metil grubunda hidroksilasyonla 1'-N-hidroksimetilnorkotinin
metabolitinin olusumu tespit edilmis olup (177) bu bilesigin stabil oldugu ve in vitro

olarak norkotinin olugumuna neden olmadig gozlenmisgtir.

Sonug olarak nikotin metaboliti, aym1 zamanda bir tiitiin alkaloidi olan, tiitiin
bagimhilarinin (45) ve nikotin verilen sicanlarin idrarinda (168,275) tiim nikotin
metabolitlerinin %1-2'si oranda olugsan norkotininin olusum mekanizmasinin baglica

nornikotinin oksidasyonu ile oldugu diigtintilmektedir.

Norkotininin, 4-(3-piridil)-4-oksobutirik asit olusumunda bir ara metabolit
oldugu, 5'-hidroksinorkotininden daha sonra deaminasyona ugrayan karsilik gelen

hidroksilasyon metabolitlerine dontistiikleri diistiniilmektedir.
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7.7.3 Nikotinamid Olusumu Ile Tlgili Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tez konumuzun kapsamina giren konulardan biri de nikotin ara

metabolitlerinden nikotinamidin olugup olugmadiginin incelenmesiydi.

Beyin homojenat1 ve karacifer mikrozomlar: ile yapilan deneyler sonucu
nornikotin, kotinin ve norkotinin inkiibatlarinda kofaktorlerin ilave edildigi tiim
deneylerde nikotinamidin olusumu goriilmiistiir. Ozellikle hem kofaktér hem de
mikrozom igeren test erlenlerinde nikotinamidin daha yiiksek oranda olustugu
makroskopik olarak da kolaylikla goriilebilmektedir. Buna karsilik kofaktdr yerine
yalnizca tampon ¢ozelti iceren kontrol denemelerinde nikotinamidin olugmamasi bu
maddenin, nikotin ara metabolitlerinin NADPH ile yarigmaya girmesi ve kofakt&riin

yapisinin bozulmast ile olustugunu diigtindiirmektedir.

Tiim metabolik test ekstrelerinde nikotinamidin  olusumu HPLC
kromatogramlan incelendiginde gozlenebilecegi gibi, ITK ile ilgili kromatogramlarda
da (Sekil 12,14,16) kolaylikla goriilebilmektedir.

Nornikotinin karaciger mikrozomlar1 ile yapilan metabolizmasi sonrasi elde
edilen metabolik ekstrelerin diode-array detektor bagli HPLC sistemine uygulanmas: ile

standart nikotinamid ve enzimatik reaksiyonla olusan nikotinamidin UV spektrumlar

karsilagtirilmig ve nikotinamidin yapist kanitlanmigtir (18.1).
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Tiitiin alkaloidi ve aym zamanda nikotin metabolitleri olan bu bilesiklerden
nikotinamidin kofaktorlerin yapisinin bozulmas: ile olugmasi nikotin ile birlikte alman
diger bilesiklerin metabolik reaksiyonlarinda birtakim olumsuz faktérlere yol agabilecek

ve dolayisiyla toksik sonuglar gozlenebilecektir.

Yapisinda piridin grubu tastyan bilesiklerde nikotinamid pargalarinin
degisiminin DNAaz ile olustugu distiniilmektedir. Nikotin-TPN'nin, TPN'ye bagh
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz ve glutamat dehidrojenaza karsi yarismali inhibisyon
gosterdigi  bulunmugtur (233). Nikotinamid analoglarinin  olusumunda NAD
glukohidrolazin rol oynadig deney hayvanlarinin beyninde yapilan aragtirmalarla tespit
edilmigtir (187).

Nikotin ve kotinin injekte edilen tavsanlarm karaciger, akciger ve bobrek

ekstrelerinde pmol diizeyinde kotinin niikleotid analoglar1 bulunmustur (284).

NAD-az transglikozidik aktivitenin o6zellikle beyinde yiiksek olmasi ve
radyoaktif nikotinin intravenéz uygulamadan sonra g¢ok kisa bir zamanda si¢an
beyninde birikiminden dolay:, nikotin ve metabolitlerinin beyinde niikleotid

analoglarinin olusumu 6nemli olabilecektir.

Nikotinin toksisitesine yol agan molekiiler olaylar heniiz tamamen
aydinlatilamamakla birlikte bu alkaloid ve metabolitlerinin niikleotid analoglarimn rol
oynamasi olasilifi oldukga yiiksek olabilmektedir. Niikleotid analoglarimn olusumu
nikotinin teratojenik etkilerine katkida bulunmaktadwr. 3-Asetilpiridin ve 6-
aminonikotinamid gibi piridin tlirevlerinin NAD-az degisim reaksiyonu ile NAD
analoglarim meydana getirdikleri ve bunun sonucu olarak da tavuk embriyosunda
spesifik gelisim bozukluklarina neden oldugu tespit edilmigtir (284). Insan dokularinda
da bu analoglarin varlig: ispatlandiginda tiitiin kullamimu ile ilgili hastaliklarda bu
bilegiklerin etkisi daha ¢ok dikkati ¢ekecektir.
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Alzheimer (232) ve Parkinson (53) gibi santral sinir sistemi kaynakl
hastaliklarda nikotinin tedavi edici 6zelliginin arastirilmasinda metabolik reaksiyonlarda
aciga cikabilecek nikotinamidin  roliintin  tstlinde durularak  aragtirilmasi
gerekebilecektir. Bu kapsamda doteryumla igaretlenmis substratlarin kullanilarak
nikotinamid  olusumunun incelenmesi gelecekteki arastirma  konularimizin

hedeflerinden birini olusturmaktadir.

7.7.4 Nornikotin Tiirevi Substratlarin Karaciger Mikrozomlariyla
Yapilan Metabolizmasindan Elde Edilen Sonuclarin
Degerlendirilmesi

Tersiyer amin yapisindaki substratlarin (I ve II) sican karacigeri mikrozomal
preparati ile yapilan metabolizmasindan elde edilen sonuglar her iki aminin de N-
dealkilasyona ugradigini, benzilik karbonda oksidasyon sonucu olugan dayaniksiz
karbinolamin ara lirtiniinlin pargalanarak karsilik gelen aldehit ve amin metabolitlerini

verdigini gostermektedir.

N-dealkilasyon igin iki ayr1 mekanizma 6ne siirtilmektedir. Bunlardan birincisi
(a), o-karbon atomunda primer oksidatif atak ile N-metilol olugumu, stabil olmayan bu
yapinin da hizhica dealkillenmis iirtin ve karsilik gelen aldehite dontismesidir. Alternatif
mekanizma (b) ise azotta bir metabolik atak ile N-oksit olugsumu, bu yapinin da yine N-

metilol araciligiyla dealkillenmis iiriin ve kargilik gelen aldehiti vermesidir (115,205).

N-CHR—2>| N-CHR| —> N-H + RCHO
Y / Y / Y /
—_— "~ Sekonder  Aldehit
amin
X\
N-CH,R
Y/ N 0 N-Oksit Metaboliti
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N-Debenzilasyon, ¢ok sayida ilag maddesi ve ksenobiyotigin in vivo ve in vitro
major metabolik yoludur. Sentezledigimiz substratlardan aminler benzilik karbon

oksidasyonu ile stabil olmayan karbinolaminlerine déniismektedir.

Antihipertansif bir ilag olan benidipin hidrokloriiriin sigan ve koépekte
olusturdugu major idrar metaboliti debenzilasyon tiriiniidiir (157).

HSCOOC O T P13COOC O
H3C N

ch N

Bilesik II’'nin mikrozomal metabolizmasi sonucu N-dealkilasyon reaksiyonu ile
birlikte C-oksidasyonla amid ve laktam metabolitlerini olugturdugu gozlenmis olup, II
(log P*.3.12)’ye gore daha az bazik ozellige sahip olan I (log P*.2.53)’in ayni kosullarda
metabolizmas1 sonucu yalmzca N-dealkilasyon ile kendisine karsilik gelen amin ve
aldehite doniistiigti bulunmugtur. Sozkonusu tersiyer amin substrati ile amid
metabolitinin olugmamasi, o«c-karbonda oksidasyon reaksiyonu ile olusan karbinolamin
ara {irlinliniin tekrar oksidasyona ugrayarak amid metabolitini verecek kadar dayamkl
olmadifin1 ve yalmzca sekonder amin (nornikotin) ve aldehite dekompoze oldugunu

gOstermigtir.

Sekonder aromatik aminlerin in vitro mikrozomal inkiibasyonu sonucu
kendilerine karsilik gelen amidlere metabolize oldugu g¢ok sayida aragtirmanin

sonucudur.

Bilesiklerin log P degerleri, ProLogP 4.2.D programi kullamlarak hesaplanmustir.
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Gooderham ve Gorrod (108), N-benzilanilin ve N-benzil-4-kloroanilinin farkl
deney hayvanlarmin  karacigerinden  hazirlanan  mikrozomal  preparatlarla
metabolizmasindan sonra hamster ve tavsan ile N-benzoilanilinlerin olustugunu

bulmuslardir.

N-benzil-4-toluidinin substrat olarak kullanildig1 deneylerde de incelenen tiim
tiirlerde karsilik gelen amid metabolitinin olusumu goriilmistiir (108).

HoH H OH
Lo~ OO
H H
l |
- OHE )
OFO O
/] !
O H 0]
fl [ / \
(AN — OO
H

N-Benzilanilinin karaciger mikrozomal preparati ile metabolizmasindan N-benzoilanilinin olugum
mekanizmasi

Siibstitiie N-benzilanilinlerden N-benzil 2,4,6-trikloro-anilin substrat olarak
kullamildiginda amid olugumu gézlenmemis olup, amin grubunun bazikliinin bu

konudaki kriter noktasi1 oldugu one siiriilmektedir (108).

Kiigtikgiizel ve ark. (161), N-benzil-N-metilanilin substratindan amid
olusumunu goézlememigler ancak muhtemelen stabil olmayan karbinolamin yapisinin

dealkilasyon metabolitlerini vermek {izere parcalandigin tespit etmiglerdir.
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Ulgen ve Gorrod (313), sekonder ve tersiyer benzilik aminlerden amidlerin
olusumunun nonenzimatik yani kimyasal yolla meydana gelebilecegini dolayisiyla, bu
tirlinlerin -metabonat- olarak isimlendirilebilecegini one stirmektedirler. Kontrollii ve
dikkatli kosullar altinda yapilan inkiibasyon ve ekstraksiyonu takiben, metabolik
ekstrelerin HPLC ile hemen analizlerinin yapilmasindan sonra elde edilen sonuglarin
yanisira, ayn1 ekstrelerin bir siire sonra aynt kosullarda tekrar edilen analizlerinde amid
miktarinda gézlenen artig literatiirde kaydedilen bulgularla uygunluk gdstermektedir
(313).

Heteroaromatik azot atomuna sahip fenantridin halkasinin sigan karacigeri
mikrozomlariyla metabolizmasindan laktam metaboliti olan 6-oksofenantridine

doniistiigii bulunmustur (308).

g

Fenantridin Fenantridin—N-oksit Oksaziridin ara iiriinil

6-Oksofenantridin

Nornikotin tiirevi tersiyer amin substratlannndan II no’lu bilesigin
metabolizmasinda, fenobarbitalle indiikklenmis karaciger mikrozomlar: kullanildiginda
aldehit ve amid metabolitlerinin miktarinda goriilen nicel artmaya ragmen (108), laktam
metabolitinde bu artisin gok spesifik kaydedilememis olmasi bu reaksiyonda 6zellikle
aldehit oksidazlarin rolii olduguna dikkati g¢ekebilmektedir. Dolayisiyla laktam
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metabolitlerinin olusumunu ispat1 i¢in post mitokondriyel stipernatant fraksiyonunun
enzim kaynagl olarak kullamlacagi calismalar diizenlemek gelecekte yapilmasi

diisiintilen bir arastirma konusu olarak belirlenmigtir.

Sentezlenen amid yapisindaki substratlarin her ikisi de hidrolizle kendilerine
kargilik gelen amin metaboliti nornikotin ve aside metabolize olmuglardir. Ancak asit
metabolitleri mikrozomlardan kaynaklanan proteinle ortiili olduklart i¢in enzimatik
reaksiyonun olusumu sekonder amin metabolitinin metabolik test ekstrelerinde

gozlenmesiyle anlagilougtir.

hldI‘O liz

KO o

Nornikotin Asit metabolit

R = H — N-1’-Benzoilnornikotin (Ia)
R = Cl — N-1"-(p-klorobenzoil) nornikotin (I1a)

Tiiberkiilostatik izoniyazid, daha sonra glisin ile konjuge olan izonikotinik asit
metabolitine hidroliz olmaktadir (305).

N N
’ A hidI'OHZ =
— |
P =
CONHNH, COOH
Izoniyazid Izonikotinik asit

Klordiazepoksitin major metabolik yolu, laktam metaboliti olan demoksepamit
olusturmak tizere 2-metilamino siibstitiientinin hidrolizidir. Bu tirlin idrarla atilmadan
once karsilik gelen aside déniismektedir (305).
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Klordiazepoksit

Sonug olarak, oksidatif N-dealkilasyon reaksiyonu her iki aminde de gézlenen
major metabolik yol olarak tespit edilmigtir. Elde ettigimiz bulgular ve literatiir kayitlart
gozden gecirildiginde tersiyer aminlerden amid metabolitinin olugumunun substrata
spesifik olup, oncelikle azot atomunda meydana gelen bir enzimatik oksidasyonu

ardindan kimyasal reaksiyon gerektirdigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Sican beyninde nikotininkine egit oranda ilgi gosterdigi bulunan N-1’-
benzilnornikotin (I) gibi (106) nornikotin tiirevi tersiyer aminler ya da toksik &zellik
gosterdikleri saptanmug olan amidler (172) nikotinle meydana gelen farmakolojik ve
toksikolojik olaylarda 6neme sahip olabilirler. Dolayisiyla bu tiir nikotin analoglarmin
metabolik yollariin aydinlatilmas: nikotinin heniiz tamamen kesinlik kazanmamsg

metabolik profiline 11k tutabilecektir.
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