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TESEKKOR

Calismalarimi ydnlendiren, her konuda destek ve yardimla-—
riny gordiigim, bilgi ve tecribelerinden faydalandigim =sayin
hocam Frof. De. U@ev ERSOY ' a 4, galismalarim sirasinda ilgi ve
yvardimlarindan dolayi sayin hocam Dog. Dr. Buket ALFERTUNGA ya
ve Farmasibtik Toksikoloji Anabilim Dali dgretim ve Aragtirma

gorevlilerine tesskiiirlerimi sunarim.
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1. GiR1S VE CALISMANIN AMACI

Elektrofilik karakterli eksojen maddeler vilcuda
digsaridan alinabildigi gibi,bu dzellikte olmayan maddelerin de
karacigerde monooksijenaz enzim sistemi etkisi ile elektro-—
filik metabolitlerine ddndsebilmeleri sdz konusu olabilmekte-

dir.

Bu tip elektrofilik maddeler vicutta yine &dzellikle
karacigerde bulunan ndkleofil glutatyon ile konjuge olarak

zehirsizlegsebilirler.

Vicuttaki miktara sinirla olan glutatyonun
kLonjugasyon reaksivonlar: ile azalmas: ve tlketilmesi sonucu
glektrofilik maddeler vicuttaki nlkleofil karakterli hicre
makromolekilleri ile reaksiyvaona girip hicre Slimlerine,

karsinojen ve teratojen sthkilere sebep oclurlar.

Bu gsekilde olusan ftoksik ethkinin en bilinen drnegi
parasetamolin toksik metabolitinin glutatyon ile konjugasyvonu
sonucu, yikselk dozda parasetamolin glutatvyvon havuzunu tiketip,

karaciger hasar: olusturmasidir.

Memeli hicrelerinde monooksijenaz enzimler katalizdr-
ligunde, gifte bag tasiyan maddelerin ocksidasyonlari sonucu
gpoksit tlrevierine donustilkleri bilinmektedir. Oksitlenmeye

uygun gcifte bag tasiyan trisiklik antidepresan bir madde olan
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opipramolin epoksit tirevine ddnlgsebilecegi ve bu epoksit
metabolitinin de vicutta glutatyon ile konjugasyona ugrayabi-
lecegi disinidlerek yapilan bu galigmada opipramol kullamiminin
karacigerde glutatyon miktarinda azalmaya sebebiyet verip
vermedigi aragtirilmigtir. Benzer kimyasal yapiya sahip olan
karbamazepin ile vyapilan onceki bir galismada (1), karaciger
glutatyon seviyesinin etkilendiginin saptanmasi da bu arastir-

maya dnclilik etmigtir.

Bu konuda daha 8Snce opipramol ile yapilan bir galis-—

maya literatirde rastlanmamigtir.



2. GENEL KISIM

2.1. Opipramol

2.1.1. Opipramoliin Yapisi

Trisiklik antidepresan bir madde olan opipramol,

dibenzoazepin iminostilben tlrevidir (2).

Kimyasal formilis
2 -4 4 -[Z -( 35H - Dibenz [b,fl azepin - 3 —)

propill piperazin - 1 - } etanol. 2 HCl geklindedir. (3.

|
N
!
CH,CH,CH,N NCH,CH,OH
Formill 1 — Opipramol

2.1.2. Opipramolin Absorbsiyon ve Dagilimi

Oral uygulamadan sonra ¢ok iyi absorblandigi: bildi-
rilmistir (3, 4). 1lk gecis etkisine ugradigi igin sistemik

stkiginin geciktigi bildirilmektedir (5) .

Opipramocl, yiksek oranda { >*90 ) plazma proteinlerine
baglanmaktadir (&). Opipramol lipitte gdzlnir ve yaygin olarak

dokulara dagilir, dzellikle santral sinir sistemine kolayca



dagilabilir (4,7). Degismemis halde hicre elemanlarina bag-—
lanir ve bunun sonucu ylksek doku konsantrasyonuna ve diusiik

plazma seviyesine neden olur (8).

Serum opipramal seviyesi Blclilmesi ile ilgili
bir calismada 3 opipramol serum peak konsantrasyonu
1,353 - 1.349 ‘ﬂg/ml ve konsantrasyon — zaman egrisinin zirve-

ye ulasma zamani ise 2.25 - 2.70 saat olarak bildirilmig-

tir (9).

2.1.3. Opipramalin Metabolizmasi ve Atilimi

Faraciger endoplazmik retikulumunda bulunan oksida-~
tif enzim sistemi ile okside olur ve glukronilk asitle konju-—

gasyona ugrar (4, 8).

Biyotransformasyonda, 10-11 cifte bagda epoksidasyon
olabilecedgi aragtirilmis ve bu tip maddelerin epoksit tlrevlie—
rine dondstigld bulurmmustur (10). Yapilan arastirmada  benzer
vapidaki cyproheptadine 10-11 epoksit tlrevinin ayn:i zamanda
epoksit hidrataz inhibitdril oldugu da saptanmis ve bu etkinin

diger maddeler iginde gegerli oldugu diglinllmigtir.



OH OH
O epoPs:. & Epoksxt
N mcmanksx jenag hxdrata.. N
il:H CH,CH,N NCH CH,OH |
2CH,CH, N NCH,CH,OH H,CHCHN ] 2 CH,CH,CHaN  NCH,CH,OH

Sekil 1—- Opipramol Metabolizmas:i

Barbitiratlar, bazi sedatifler ve sigéra dumaninin
mikrozomal enzim sistemine ethki ile $risiklik antidepresan
maddelerin hepatik metabolizmasini arttirdiklar: bildiﬂilmi$4
£ir (4). Opipramol, kismen karaciger safra sirkulasyonuna ve

mideye geger, idrarda reabsorblanir ve atilir (&) .

Opipramoliin metabolizmas: ile ilgili daha detayl:

bilgi igeren literatlire rastlanmamigtir.

2.1.4. Opipramolin Yan Etkileri ve Toksisitesi

Yan etki olarak; agrz kurulugu , konstipasyon, bas
dénmesi, tasikardi, kalp c¢arpintisi, bulanik gdrme, Uriner
retansivon, asiri terleme, yorgunluk, postral hipotansiyon ve
tremor ogoridlebilmektedir. Bu semptomlarin  dozun azalftilmas:
ile kontrol altina alinabilecegi ve antikolinerjik etkilere

kargl tolerans geligebileceqi Bildirilmistir(4,11).



Toksik reaksiyonlarin en Onemlileri antimiskarinik
ethkiler ve cerebral toksisitedir fakat kalple ilgili toksik
etkiler ve ortostatik hipotansiyon da Snemli bir problemdir(4)
Toksik etkiler hassas kisilerde (Brn; yaslilarda) tedavi sira-

sinda da gOrillebilir (8).

Asiri doz alinmas: ile gelisen toksik etkiler hakkin-
da yvayinlanan raporlardan bazilari asagida bildirilmigtir:

-Agiri doz almis 27 yasindaki kiside uyku hali
olusmustur (12).

-9 kg. agirliginda bir gcocuk 1 g. opipramol aldiktan
sonra, ilk basta olusan komadan belirgin bir dizelme meydana
gelmesine ragmen ani ve beklenmeyen 0lim bildirilmigtir (13).

—Agiri doz aldig:r rapor edilen 1B olaydan & tanesinin
flimle sonuglandig:, bunlardan 4 olayin ani kalp durmasi ile
alustugu bildirilmigtier (13},

-~Opipramolle intihar vakasinda 100 ftablet opipramol
(5.0 g) alindigi: ve ilk basta oclusan biling kaybindan sonra
bir dizi epileptik ndbet ile 8lim meydana geldigi rapor edil-—

mistir. Opipramol dozu 77 mg / kg olarak saptanmigtir (14).



2.1.5.0pipramolin Preparasyonu,Dozaji ve Tedavide Kullaniligi

Dpipramol piyasada 30 mg’lik draje, tablet ve film
tablet halinde bulunmaktadir ve glnlidk dozu 150 - 300 mg.dir

(3,15).

Hafif wvakalarda glinde S50 - 100 mg, orta ciddi vaka-
larda 150 mg tavsivye edilmekte ve siddetli wvakalarda glnde

I00 mg’a kadar opipramol kullanilmaktadir.

Opipramolin terapotik ve letal dozlari diger trisik-

lik antidepresanlara gdre daha yiksektir (8).

Opipramoliin baz:1 vyan etkilerine tolerans gelistigi,
bu ylzden ftedaviye disiik dozda baslanmasi ve daha sonra once-

den belirlenen doza kadar gikmas: Onerilmebktedir (1&).

Trigiklik antidepresan bir madde olan opipramolin
cesitli ruhsal bozukluklar ve psikosomatik hastaliklarda bul-

laniimasi tavsiye edilmistir.

Opipramolin diger antideprasanlarin aksine biyojenik
amin geri alinmasini {(re—-uptake) inhibe eden etkisinin olma-
digi ve norepinefrin ve serctonin  inhibitdrid olarak inaktif
oldugu bildirilmistir (17).0pipramplin belirgin sedasyon ethki-
si vaninda periferal - santral antikolineriik etkiside bulu-

nur (&),



Opipramnl, dopamin saliverilmesini ve metabolizmasi~—
ni arttirir (18) ve NMDA ( N- metil D- aspartat ) agonisti-

dir(19).

2.2. Blutatyon
2.2.1. Blutatyonun Yapisa

Memeli hicreleri, toksik maddeler ve seluler metabo-
lizmanin normal oksidatif dranleri ile olusan zararli ethileri
minumuma indirmek igin koruyucu mekanizmalara sahiptir. En
dnemli endajen koruyucul sistem ise glutatyon redoks siklu-—

sudur (20).

Blutatyon, 1921 yilinda F.B.Hopkins tarafindan bulun-
mus ve vapisi: tripeptid - L - glutamil ~ L - sisteinil gli-

sin olarak tanmnimlanmigtir (213,

SH

COOH <I3H2

| l
CI:HCH2CH2CO NHCHCONHCH,COOH
NH,

Formil 2 - Glutatyon



Glutatyonun (GSH) yapisini 3 aminoasit olusturur.
1- Glutamik asit
NH,
HOOC —CH—CH,CH,COOH

2-Sistein

- NH,
HOOC_CH _CH, SH

I— GBlisin

H,NCH,COOH

BGSH molekilli 2 hkarakteristik vapiva sahiptir.Normal
peptidaz aktiviteye dayvanikli ¥ - glutamil bagi ve sllfhidril

grubudur (21,22).

SUlTthidril grubu nikleafil olarak =thki eder, maddele-—
rin elektrofilik bdlimlerine hicum eder ve atomlarla yer de-
gigtirir(EE).B’—glutamil grubunun  transferi ise GEH kullani-

minda HBnemli bhir basamaktir (22).

intraseluler glutatyonun bldyidk kismi fivol seklinde
(GSH) hulunmasina karsi, disiilfitler (G-S8-—-protein), tiyoster-—

ler ve daha az olarak da glutatyon distlfit (G856) glutatvonun
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toplam hicre miktarina ethi eder(21).

B8H, intraseluler non-protein tiyolin %4207 in1 olug-
turur(24) ve intraseluler G8H, G88G6'nin 20 kati daha fazla-

dier(22).

B8H, oksidasyon ve transhidrojenasyon ile B555 'ye

doniisebilir(22).

2.2.2.61lutatyonun Vicutta Bulunugu

Blutatyon, bltdn memeli hilcrelerinde vaklagik
Q.el - 10 mM konsantrasyonda bulunur(22). Intraseluler G8H sito~
solde bulunur, daha az miktarda mitakondride de g&rilmekte—
dir{2l}).58H ve G856 disik konsantrasyvonlarda plazma, safra ve
glomaeriler filtrat gibi degisik vicut sivilarinda da bulunmak-—
tadir{21).Kan plazmasinda g¢ok disidk konsantrasyonda bulunur.

Sagan kan plazmasinda BBSH + BESG 25 - Eﬁf(ﬁ, bunun insandaki

egdegeri ise 1 — JIMM dur(Z2).

BEH + BBSG  intraseluler konsantrasyonu, sistein ve
sistinden daha fazladir. Bu ylzden sdlflir igceren aminoasitler

igin depo grevi yaparlar(Z2).
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Memelilerde, yvetiskin, fetal ve neonatal dinemde GSH
biyosentezinde kullanilmasinda ve detoksifikasyon reaksiyonla-

rinda dnemli farklilaiklar vardir(24).

Insanda yeni doganin karacigerinde sentezlenmig GSH’
in azaldigy distnidlmistir (25).Yeni dogmus farede G85H normalin
% 3IZ'L ., sicanda, fetus veya yeni dogmusta yetiskin miktarinin

4 40 ve 4 60 ‘airolarak bulunmustur(27,28).

Yapilan bir galigsmada hepatik GSH' 1in 2 havuzu
oldugu saptanmistir. Degisken havuzda 1.7 saat yarilanma Bmerid
ile azalma olur ve toplam hepatik GBH'in %4 S50-60 “1na kargi-—
lik gelir.Stabil havuz ise fizyolojik btlkenmelere dayanikli ve

varilanma Smri 22.8 saatdir(24).

2.2.3.6lutatyonun Biyosentezi

G8H, bircok memeli hicresinde sentez edilebilir.kara-—
ciger dzellikle aktif ve nispeten yliksek G8H sevivesine sahip-

tir (4 - 10 mM) (22).

Glutatyonun asi1l aminoasitlerinden sentexi ¥—-glutamil
sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri ile kataliz~

lenir(217.



amino asit (AA)
/'V glu~sis-glis “

r glut i
Y qiutamil (gluta!yon) \\

transpeptidaz

N\ GSH sentetaz
glisin N

-

Y glu-AA |

Y glutamii
siklotransferaz

5-oksoprolin sistein v glu-sis
\ A
: \ /
5-oksoprolinaz 7
. 7 ‘yglu-sis sentetaz

giutamat

A
sis -glis) peptidaz
iste

—

+*

NH
H 5-oksoprolinaz O« v 3 .0
o:ZNB\//O v Sy e ,C-C=CH;"CH-C_

c” TN 2 2 o
o~ ATP.2HQ ADP.p O M 0
5-oksoprolin Glutamat

Sekil 1— Glutatyonun Bivosentezi

Siklus invivao olarak oclugabilir ve aminoasitlerin

transferine aracilik eder(22).

~y

Glutatyon, kendisini olusturan amincasitlerden I

reaksivon ile olusur (29,30} ve herbiri 1 mol ATF igerir.

Birinci adim § —glutamil sistein sentetaz katalizOr-
liginde L- glutamat ve L-sistein arasinda L- glutamil bag:

olusmasidir (24} .

-
L_Glu+L_Sis. ATP Mg o1 ¥ _Glu_L_Sis,ADP+P;
|
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Bu reaksiyon ¥ —glutamat igin spesifiktir fakat

ikinci aminoasit igin daha az spesifiklik gosterir(24).

tkinci adimda glutatyon sentetaz , glisinin glutatyon

olusturmak icin ¥ —glutamil sisteine katilmasini saglar(24).

¥ ’ M+ _ .

L_O0_Glu_L__Sis L_Gli,ATP * >GSH L ADP 4P
G8H biyosentezi feedback inhibasyon ile dizenlenir.

¥-glutamil sistein sentetaz GSH tarafindan feedback inhibe

edilir(3l}.

Vicuttaki ba=zi dokular dzellikle karaciger , G8H
biyosentezinde cok aktiftir, bdbrek ise G8H’'in kan plazmasin-

dan atilmasinda aktif rol oynar(22).

GSH 1in varilanma omrld bobrekte 1 saatten az, eritro-
sity sinir dokusu, akciger ve dalakta birkac glin olmak Gzeres

degigiklik gisterir{21).

Faraciger hlcresinde serbest sistein G6BH'in 4 27 si
kadardir ve G8H kullanimi arttig: durumlarda sistein GSH sen-—

terinde kullamilir (215,

Hepatik glutatyon dizeyindeki degismeler sentezr ve

tiketilmesi asamasinda bir gok faktdre baglidie.
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-

Sentezi etkileyen 3 faktdr :

1 x«glutamilsistein sentetaz aktivitesi (glutat-

yvonun sentezindeki hiz kisitlayici enzimdir) .

2- Blutatyon sentezi enzimleri icin ATF bulunmas: .

I~ Bubstrat ve aminocasitler (sistein, metionin, glu-
tamat ve glisin) bulunmasi (3F2).

-~
o

2.2.4. Blutatyonun Fizyolojik Fonksiyonlar:

- Glutatyon kuvvetli bir nlkleofil madde olarak bi-
linir. Elekitrofilik maddeler ve karsinojen metabolitler
glutatyon konjugatlari: olusturarak inaktive edilirler.

~ Feroksitler ve serbest radikallerin metabolizma—
sinda redliktaz olarak girev alir.

~ Membran bltinligl ve hicre iskeletinin korunmasin:
saglar.

- Erotein ve DNA sentezine katilir.

- Frotein konformasyonu ve enzim aktivitesi ayarlan~—

masinda gdrev alir.
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- Nirotransmiter salinimi arttirilmasini saglar.
- Elektrofilik maddelerin oOnemli bir kisma olan

aldehitlerin oksidasyonunda kullanilir (21,223,333,

Bu tip reaksiyonlar kendiliginden olabilir fakat
cogunlukla glutatyon transferaz ve glutatyon peroksidazr ile

katalizlenirler (23).

Glutatyon tiketiminde I faktdr Onemlidir.

1— Glutatyonun kimyasal kullanim:
2~ indirgenmis glutatyon oksidasyonunda artma
Z— Hicre disina sizinti (I2).

e
-

2. 2.5. Blutatyonun Niikleofil Olarak Fonksiyonlara

Glutatyon ile konjugasyen glutatvon-S~transferaz ile
katalizlenir. Blutatyon-5—- transferaz bir cok hlcrede bulunur.
Membrana bagl: glutatvon-8- transferaz daha cok endoplazmik
retikulumda'bulunuv fakat eslektrofilik maddelere kargi: afini-

teye sahiptir (33,21).
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Glutatyon konjugasyonu ile metabolize olan onemli
endojen bilesikler oldugu halde (ldkotrienler), GEH ile reak-
sivona girebilen bir gok elektrofilik madde eksojen arijin-—
lidir ve bir gok memeli hicresi endoplazmilk retikulumda bulu-
nan sitokrom p—-480°ye bagli monooksijenaz sistem ile reaksiyon
sonucuk olusurlar. Yaygin olarak kullanilan bir analjezik olan

parasetamol bu tip eksojen maddelerdendir (33).

GSH degisik tipte elektrofilik maddelerle reaksiyona

girebilir 2

= Halpjenli nitro aromatik maddeler
- Arenoksitler

~ Arilnitrobilesikler

- Alkil halojenirler

- Aril halojentrler

- Aromatik hidrokarbonlar

- Drganofosfor bilesikleri

- Isotiyosiyanatlar

- Aril epoksitler

~ Alkil epoksitler

- X £ doymamis bilesikler (21,22,24,33,34).
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Merkaptirik asitler, GSH ile elektrofilik maddelerin
atkilesmesi ile olusan N-asetil-L-sistein S substite derivele-
ridir. Elekitrofilik maddeler, glutatyon-8—-transferaz enzimi
katalizi ile glutatyon ile baglanirlar. G8H konjugetinin
¥-glutamil kismi J-glutamil transpeptidaz ile ayrilir. Pepti-
daz etkisi ile glisin kismi ayrilir ve sistein konjugat:
haline geger. Amino grubunun asetillenmesi ile N—asetil

sistein konjugat:i haline geger (22).

X . ¥_Glu_Sis SH _Gii ‘ Y __Glu.SisS_Gli 2
i - Gly
: Sis?_Gti 93| »Sis S__X 4 _N_Asetil .SisS__X
- i :
X

X ¢ Elektrofilik madde

{1): BEH-S—-transferasz

(2 3,~ Glutamil transpeptidaz
{Z)3 Dipeptidaz

{(4): N-asetilaz (asetil—co esnzim A)

Elektrofilik maddelerle ethkilesmede Z tip reaksiyvon
meydana gelir (22) 3
1- Yer degistirme reaksiyonu (Benzil klorirdn GSH ile konju-—

gasyonul

_— CH,__SG
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2- Epoksit ile konjugasyon

R_CH_CH, , GSH ;R_CIZH_'CHz _SG
o) OH

Merkaptiirik asitler barsakta diger Uridnlere cevrile-~
bilirler veya fecese gegebilirler. Merkaptlirik asitler idrarla

atilirlar (22).

2.2.6. Blutatyon ile Zehirsizlestirme Reaksiyonlarinin Unemi

Hlcrede glutatvon miktarinin tlkenmesi sonucu, BSH
ile reaksivona girebilen maddeler toksik ethkilerini gosterir-
ler.Bu durumda GSH tikenmesi ile hilcrenin Sliml meydana gelir.
B8H tlkenmesi ile hilcrenin vasama kabiliyetinin azalmasi: ara-
gindaki mekanizma sbyle aciklanabilir: Hayati hiicre fonksivon-
lary B8H'a davanir veya hlicre igi diger nikleofille+r GSH
tlikenmesi ile elektrofilik hicumlar igin hedef haline ge-

lir (21).

Toksik maddelere maruziyet glutatyon kullanilmasina
bu da glutatyon azalmasina neden oclur. Glutatyon normal dize-

yvinin %4 20 - 20 altina dlstlgl zaman toksik maddeler hlcreye

zarar verershk nekroza neden olurlar (24,38,36).
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GSH hepatik dizeyini arttirmak igin yapilan tedavij
L-sigtein veya L-metionin (37), N-asetilsistein (37 vaya
Z-oksotiyazolidin karbaoksilat (38) gibi L-sistein &6n maddeleri
ile yapilir. Bu maddeler ile istenmeyen van etkilerde gidrile-

bilir, Ornegin L-sistein toksik olabilir (39).

Agiz yolu ile glutatyon verilmesinin de Lkaracigerde

glutatyon sentezinde artis olusturdugu bildirilmistir (40).

~
=

2e2a7. GBlutatyonun Miktar Tayini Yontemleri

Dokularda ve kanda glutatyon miktar tayini yapmak

igin gesitli yontemler kullanilmaktadir.

Indirgenmis ve okside olmug glutatyon icin hassas hbir
vintem; glutatvonun metilglioksal ile glioksalaz I enziminin
katalizdrldgld ile aramadde olusturmasi: ve bu ara maddenin
glioksalaz Il ile laktik asit ve glutatyona dondstlrdl-

mesidir (41).

Glutatyonun fluorimebtrik {(42,43), yiksek basigli si-
v1i kromatografisi (44-32) ve gaz likit kromatografisi ile mik-

tar tayini wvapilabilier (33,



Ellman tarafindan dnerilen ve bir gok calismada
(1,54,535,86) tercih edilen ve Ellman belirtecinin (S—StDitiyo~
bis L[2~-nitro benzoik asitl 3 2 karboksi - 4 - nitro - fenil
di sllfit) glutatyon ile reaksiyonu sonucu olusan renkli bile—
sigin absorbansinin 412 mm. de Slglilmesi ile glutatyon miktar
tayini yapilabilir (57). Caligmamizda Ellman belirteci kulla-

nilan bir ybntem uygulanmigtir.
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3. BULGULAR

Oksitlenmeye uygun gifte bag tasiyvan opipramoliin  vil-
cutta epoksit tlrevine donlgebileceqi ve karacigerdeki glutat-
yon saeviyesinde azalmaya neden olabilecegi disinilersek yapilan
bu calismada, karacigerde glutatyon seviyesinin saptanmas:
igin kullanilan miktar ftayini yontemiy glutatyonun DTNE
(Ellman belirteci: 5-5'- Ditiyo-bis [ 2 - nitro benzoik asitls

% karboksi — 4 -nitrofenil disGlfit) ile olusturdugu Griandan

absorbansinin spektrofotometrede 412 nm. de Olcilmesidir (34).

Fullanilan ybdntem cok denenmis bir ybntem olmasina
ragmen Onoce saf glutatyon ile c¢alisma gergeklestirildi ve
0-80Mg glutatyon araliginda reaksivonun lineer olarak yurddigl

saptand:s.

Z.1.Normal Karaciger Glutatyon Seviyesinin Saptanmasi

Yontem denendikten sonra, deney hayvanlarinin normal
karaciger glutatyon seviveleri dlglildld.Deney hayvanlari olaralk
200 300 g agirliginda erkek beyaz sigcanlar ile galigildi.De-—
ney hayvanlari: eter anestezisi altinda abdominal aorttan kan
alinarak dlduardldi.Karaciger gikartilaip fosfat wve sukroz

tamponu iginde homojenize edildi.Santriflje edilip Usteki ber-
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rak kisma trikloroasetik asit gozeltisi eklendi ve proteinler
cOktlrdldd. Tekrar santriflije edildi ve elde edilen berrak ki-
simdan glutatyon miktar tayini vyapildi.Urneklerde saptanan
normal glutatyon seviyeleri, ortalama ve standart sapmalar:

Tablo 1 ‘de verilmektedir.

Tabla 1§ - Karaciger normal BSH seviyesi
KARACIGER (g. ) mg GBH / 100 g. Raraciger
7.17 152.7
7.19 153.1
7.92 134.3
7.39 156.6
- 23 158.3
8.38 139.8
8. 46 159.9
grt. * 8.8 19674+3. 1

i

Saha 152.7-1589.9

3.2.0pipramol Verilmig Deney Hayvanlarinda Karaciger Glutatyon

Seviyesi Miktar Tayini

Dengy hayvanlarina opipramol, disik doz {4 mg /7kgr ve
yvitksek doz (30 mg kg olmak dzere iki  ayr:i dozda verildi.

Opipramol enjeksivonluk suda gdzdlip I.PF.yoldan verildi.



)
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3.2.1.Dustik Doz Calismalar:

Diusiik doz galigsmalari bir defalik ve 32 glin tekrarla-—

nan gekilde olmak dzere 2 aytr:i bigimde yapild:.

J.2.1.1.Bir Defalik Diigiik Doz Calismalar:i

Deney hayvanlarina 1I.F. yoldan 4 mg /kg opipramol
verildikten 3 saat sonra dldiridlerek karaciger glutatyon se-
viyeleri Blclldi.Calismalarin sonucglari Tablo 2 ‘de verilmek-

tedir.

Tablo 2 - Bir defalik dislk dozda opipramol uvoulanmasindan

sonraki karaciger glutatvon sevivesi

FARACISER (g.} mg GEH / 100 g. Faraciger % GBEH Azalmas:i
10.11 FE.0 14,730
b.16 3. 14.70
o 23 136.4 12.79
G441 1238.2 11.43
&.51 145, 4 7.07
Ort. + 8.5 = 137.3F5.0

mn
o
e i
i
i

133.0-~145.4
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Deney hayvanlarinda saptanan normal karaciger glutat
yon seviyesi ortalamasi ile bir defalik diglk doz uygulanan
hayvanlarda elde edilen ortalamalar arasindaki farklilik
istatistiksel anlaml:i bulunmustur.

t=8,218 »>2,228 (¢ 45, 10) pe 0,05

*ZT,169 (t %1, 1) p« 0,01

4,221 (t %0,1,10) p< 0,001

J.2.1.2.Tekrarlanan Digilk Doz Caligmalari

Deney hayvanlarina 3 gln slreyle ginde 2 kez I.F.
yoldan opipramol verildi.Dordincll glin verilen ilagtan 3 saat
sonra dldardlerek karaciger glutatyon dizeyleri saptandi.Ca-

lismalarin sonuglar: Tablo 3 'de verilmekiedir.

Tablo 3 - Tekrarlanan didsik dozda opipramol uygulanmasindan

sonraki karaciger glutatyvon sevivesi

KARACIGER (g.) mg BSBH / 100 g. Earaciger % GBH Azalmas:
6.59 140, 4 10.14
&.00 142.1 .11
32 14%.2 8.4C
6. 21 144.9 7.30
5. Q0 1446. 4 6.45
Ort. + 8.8 = 14Z.4%2.3

Saha

]

140.6-146.4
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Deney hayvanlarinda saptanan normal karaciger glutat-
yon seviyesi ortalamas: ile bir defalik disidk doz uygulanan
hayvanlarda elde edilen ortalamalar arasindaki farklilik
istatistiksel anlamli bulunmustur.

t=7,%08 »2,228 (¢ %45, 10)

*3,169 (t %1, 1)

»4,221 (t %0,1,10)

3.2.2.Bir Defalik Yiksek Doz Calismalari

50 mg/kg opipramol toksik doz olarak 1.F. yoldan
deney havyvanlarina verildi ve I saat sonra dldiridlerek kara-—
ciger glutatyon seviyesi Olglldld. Caligmalarin sonuglara

Tablo 4'de verilmektedir.

Tahlo 4- Eir defalik yiksek dozda opipramol uygulanmasindan

sonraki glutatyon seviyesi

KARACIGER (g.) mg GSH / 100 g. Karaciger % G8H Azalmas:
8.88 5.5 F8.47
B5.93 97.7 E7.582
5.3 102.3 F4.4673
S35 i17.4 24,94
S.14 124.1 20,47
Ort. + 8.8 = 107.4%12.7

Saha = 95.5-124.1
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Deney hayvanlarinda saptanan normal karaciger glu~

tatyon seviyesi oritalamasi ile bir defalik disdk doz uygulanan

hayvanlarda eslde edilen ortalamalar arasindaki farklilik ista-

tistiksel anlamli bulunmustur.

t=9,982 »>2,228 (t

BN 25 ,1(:))
*I, 169 (£ 41 ,10)

»4,221 (f %0, 1,100
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4. DENEYSEL KISIM

4,1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, CHzeltiler ve Aletler

Kimyasal Maddeler :
= 3 - Sodyum fosfat. 12 H,0
NagFO,4. 12 H,0 = 380.12

Riedel-de Haen, No: 04277

-~ Sikroz; sakkaroz
C]z H22 D-” = F42,. 3

No: 5-B501, Sigma

~ Triklor asetik asit
C Cly COOH = 167534

Merck, No: 810

— DTNB; Ellman belirteci
5,5' - Ditiyobis (Z-nitrobenzoik asit)
CgHyg DpN,8 (COOH), = 307.2

Sigma, No: D-B130

- Sodyum bikarbonat
MaHCO, = 84

Merchk, No: 6323
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Glutatyon
Ciq HgNyOgSy = 396.3

Merchk, No: 40.90

Cozeltiler :
0.1 M Na fosfat (pH 7.0)
?.5 g sodyum fosfat tartildi, distile su ile

280 ml’'ye tamamlandi. IN HCl ile pH 7.0'ye ayarland:i.

0.1 M Na fosfat pH (7.4)
19 g Na fosfat tartildil ve distile suda gd=zldldi.

00 mlye tamamlandi. 1 N HC1l ile pH ayarlandi.

0.1 M Na fosfat pH (B.Q)
19 g Na fosfat tarti1ldyr ve distile su ile ¢Oziullp

500 ml 'ye tamamlandi. pH 8.0'a ayarland:.

.23 M Blkroz
21.4 g sikroz tartildir, distile suda gO=0llp

250 ml 'ye tamamlanda.

“ 28 Triklor asetik asit
6,25 g triklor asetik asit tartildi, distile su ile

25 ml 'ye tamamland:i.



~ DTNE QHzeltisi
4 mg DTNE, 1 ml O.1 M Nafosfat (pH 7.0) tamponu

iginde gdzilip 1.3 mg/ml NaHCO3 ilave edildi.

Aletler

Spektrofotometre = Spectronic - 20, Bausch - and lL.omb
Santrifilj = J - 21 B Beckman

pH metre = Metrohm 6354

4.2. Deney Hayvanlari

200 —- I00 g agirliginda Wistar Albino beyaz siganlar

kullanildi. Standart pellet yemi ile beslendiler.

4.3. Enjeksiyon, Dokularin Hazirlanmasi: ve Glutatyon Miktar

Tayini

Denay hayvanlarina enjeksiyvonda, her kullanimda taze
hazirlanan Qpipramol czeltisi kullanildi. Opipramol enjeksi-
vonluk suda ¢dzillip I.P. yoldan 0.3 ml verildi, enjeksivondan
I saat sonra eter anestezisi altinda abdominal aorttan kan
alinarak dldirdldiler. Faraciger gikartildi, su ile vyikanarak

kandan temizlendi ve kurutma kagid: ile kurutularak ftartild:i.

Agrrliginin iki misli 0.1 M NMa fosfat(pH 7.4 ve G.28 M Sikroz
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tamponu iginde teflon baglikl: ve motorlu homojenizatdrde ho-
mojenize edildi. Doku homojenatlari 4 C de 15 dakika 4000 rpm.
de santriflije edildi. Ustteki berrak gdzeltiden 2 ml alind:i,
0.5 ml % 25 triklorasetik asit ilave edildi ve proteinlerin
cikmesi igin 4 C de 30 dakika bekletildi. Bu sidrenin sonunda
4 0O de 15 dakika 3000 rpm.de santriflije edildi. Ustteki berrak
kisimda glutatyon mikiar tavinine gegildi. Miktar tayini igin
tistteki ¢Hzeltiden alinan 0.1 ml drnek, iginde 4 ml O.1 ™
Ma fosfat pH (8.0) olan kilvet igine alind:i.Bu ¢bzeltiye ayrica
0.0%F ml DTNE cgdzeltisi ilave edildi. Referans kivete 4 ml
0.1 M Na fosfat (pH 8.0), 0.1 ml Na fosfat (pH 7.4) - trikloro
asetik asit karisimi {(4:1 oraninda) ve ©0.03 ml DTNB ilave
edildi. Ornekler hafifge karistirild: ve absorbanslar:
412 nm.de Olgiildil.

Her drnek ile 3 paralel calisma vapirld: ve ortalama-
lari alindi.Ulclmler arasinda degisim 0.010 degerini asmadi.
Her Slclim seansinda saf glutatyon ile de miktar tayini tekrar-—

landil ve degisim olmadig: gdzlendi.
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S. TARTISMA ve SONUC

Bu galigmada, yapisinda gifte bag tasivan ve arganiz-—
mada epoksit metabolitine donlstigl bilimen opipramol maddesi-
nin karaciger glutatyon seviyesinde digsme olusturup olusturma-—
vacagr arastirilimigstir. Bu amagla _deney hayvanlarina @.F.
yoldan opipramol verilmis ve daha sonra karaciger glutatyon
seviveleri spektrofotometrilk bir ydntem ile dlglilerek degisik-

lik godzlenmistir,

Calismamizda dncelikle densy hayvanlarinin normal
karaciger glutatyon seviyeleri saptanmigtir. Deney hayvanlar:
plarak kullanilan siganlar eter anestezisi altinda dldirilerek
glutatyon seviyesleri dlgllmlistir.Elde edilen sonuglara gdre bu
sevive 7 deney hayvaninda 156.4F 3.1 mg GEH /100 g karaciger

alarak saptanmigtir.

Deney hayvanlarina ilag verilmesi, dislik ve yiksek
doz olmak Uzere 2 degigik sekilde vapilmigtir. Dlslk doz uy-
- e

gulanmas: da bir defalik ve 2 glinde 2 ke=z tekrarlanan dos ola-—-

rak 2 ayri sekilde gerceklestirilmistir.

Bir defalilk disil doz olarak 4 mg/kg opipramol I.F.
olarak enjekte sdilerek I saat sonra karaciger glutatyon sevi-

yesi Slcllmlistir.S deney hayvaninin hepsinin glutatyon seviye-—

ierinde dilgme saptanmig v ortalama glutatyon degeri



137.3 F 5.0 mg BGSH / 100 g karaciger olarak tespit edilmisgtir.
% 12.2 oraninda disidk bu deger normal seviyeden istatistiksel

olarak anlamli farkli bulunmustur.

Tekrarlanan distk doz galismasinda S deney hayvanina

-

4 mg/kg opipramol 3 giin slre ile glinde 2 kez verilmis ve son

-

enjeksiyondan I saat sonra karaciger glutatyon seviyesi dlgumid
vapilmig, ortalama deger 143.4 F 2.3 mg GBH/100 g karaciger
olarak bulunmustur. Deney hayvanlarinin hepsinin glutatyon de-
gerlerinde disme olmustur. 4 8.3 oraninda duisiik bu dedger de

normal seviveden istatistiksel olarak anlamli farkl: bulunmug-

fur.

Yilksek doz olarak S0 mg/kg ilag uyguwlanarak 5 deney
hayvaninda yapilan calismalarda karaciger glutatyon miktari
ortalama 107.4 F 12.7 mg GBH /100 g karaciger olarak tespit
edilmigstir.Deney hayvanlarinin hepsinde karaciger glutatyon
savivelerinde dligme meyvdana gelmigtir.Elde edilen % Z1.3 ora-
ninda disilk bu ortalama seviyedes normal seviveden istatistik-

zel olarak anlamli farklidir.

Bu sonuglardan anlagllacagl gibi opipramol maddesi
deney hayvani olarak kullandigemiz siganlarda gerek diglk doz-
da gerekse yiiksek dozda karaciger glutatyon sevivelerinde dis—
melere sebebivet vermigtir.Bu disme dlsik dozda % 7.07 - 14.9

arasinda gergeklesirken ylksek dozda % 24.94 - 38.47 arasin-—



da bir degere ulasmistir.

Glutatyon dizeyinde saptanan bu azalmalarin, opipra-—
moliin elektrofilik karakterli epoksit tlrevinin glutatyon ile
konjugasyonu sonucu  oldugu distnillmektedir. Nikleofil karak-
terli glutatyon elektrofilik karakterli bu metabolitle hemen
konjugasyona ugrar ve mevout glutatyvon havuzunun azalmas: ile
vidcut bu tip elekfrofil karakterli maddelere karsi: hassas hale

gelir,

Caligmamizda ilag verildikten kisa bir sure sonra
glutatyon seviyesi dlclldigll igin glutatyon azalmasinin sente:z
olaylarinin etkilenmesinden kaynaklanmadig: Hzellikle degisken
havuzdaki glutatyonun tiketilmesi ile olugtugu distnllmekte-—

dir.
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6. UOZET

Bu galismada organizmada epoksit metabolitine donis—
tiglyi bilinen opipramol maddesinin kullaniminin karacigerde
mevcut glutatyon miktarinda azalma yapip yapmadigl incelenmig-—

tir.

Bu amagla deney hayvanlarina 11.FP. olarak opipramol
verilmis ve daha sonra karaciger glutatyon seviveleri

spektrofotometrik yontemle odlglilmistiir.

Yapilan ilk dlglmlerde deney hayvanlarinin normal
karaciger glutatyon sevivesi ortalama 136.4 F 2.1 mg BSH /
100g karaciger (n=7) olarak bulunmustur. Opipramol deney hay-
vanlarina disilk ve yiksek olmak Uzere 2  ayr:i dozda verilmis-—
tEir. 4 mg/hkg tek defalik diugik verilmesinde karaciger GSH
sevivesi ortalama olarak 137.3 %+ 5.0 mg G8H /7 100 g karaci-
ger‘a (n=5) dismis, 3 glin glinde 2 kez tekrarlanan dlsik doz
varilmesinde de 143.4 F 2.3 mgh8H/100 g karaciger (n=3) olarak

vine normal ortalamadan digik bir deger bulunmustur.

50 mg/kg ' lik tek viksek doz uygulamasinda deney hay-—
vanlarinin karaciger G8H seviyessin de daha fazla disme ile
ortalama seviye 107.4 F 12.7 mg B8H/100 g karaciger {(n=5)

olarak saptanmigtir.
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Duglik ve ylksek doz ilag uygulanmigs deney hayvan
gruplarindan elde sdilen karaciger GSH seviyesi ortalamalar:
normal seviyeden istatistiksel olarak anlamli farkla bulunmug-—

tur.



7. SUMMARY

In this study, it was investigated that opipramol,
a tricyclic antidepressant, which is known to be metabolized
to an electrophilic epoxide derivative in the body, causes any
descrease in the hepatic glutathion (GSH) level in rats due

tao the conjugation of this metabolite with hepatic GSH.

This was done by administering rats with opipramol
and than determining their hepatic GSH levels by means of a

spectrophotometric method.

Dpipramol was administered I.F. to test animals in
two dose levels, low ( 4 mg/hkg ) and high ( 50 ma/kg ). In
order to take into account of the response of the liver to
repeated doses, repeated low doses of Qpipﬁémol were also

administered to test animals 3 days, two times a day.

Subsequant GEH levels were compared with control.

The resuyltant G5H levels were 156.4 F 3.1 mg BSH /
100 g liver , 137.3 F 5.0 mg B8H / 100 g liver in the low dose
group (n=3), 143.4 + 2.3 mg GBSH / 100 g liver in the repeated
low dose group (n=3) and 107.4 F 12.7 mg GSH / 100 g liver

in the high dose group ((n=35).
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As it can be seen, the liver G5H levels of all groups
of animals administered with opipramol, were found descreased
and this groups produced statistically significant

differences in GSH levels relative to controls.
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