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GIRIS VE AMAG

Ilaglarin karacigerde olusturdugdu toksik etkilere karsi
karacigerin vyaniti oldukca stereotipiktir. Ilag¢larla olusan
toksik karacier hasarinin en ©nemli nedeninin membran
lipidlerinin peroksidatif yikilimi ile olusan oksidan stres
oldugu bilinmektedir. Bu oksidan stres sonucu karacierde
yaglanma veya nekroz olaylari gelismektedir(35,41,76,84).
Karaciderde reaktif oksijen metabolitleri ile meydana gelen
gok doymamigs yad asidlerinin peroksidatif yikalimi sonucu
clugan lipid peroksidleri, mikrozomlarda sitokrom P450
bagimli monoksijenaz ile glikoz-6- fosfataz enzimlerinin
inaktivasyonuna, membran harabiyeti yaparak lizozomlardan
hidrolitik enzimlerin agida ¢ikmasi 1ile karacider hiicre
hasarina neden olmaktadir. Ancak, ilagclar veya dider
etkenler ile olusturulan her oksidan stres hiicrede hasar
yapamayabilir, ¢ginkli hlicrede bu olaylara karsi Dbir
antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Hicrenin savunma
sistemleri enzimatik (Superoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz) ve non enzimatik (E vitamini, C
vitamini, glutatyon gibi) olabilmekte ve oksidan stresin
dnlenmesinde cesitli gsekillerde rol oynamaktadir
(6,18,36,38,40,71,72).

Mitoksantron (Novantron,Lederle} ,deneysel timdr modelleri
ve insan tumérlerinde yiiksek antittmoral aktiviteye sahip
olan antracenedion tipi yeni bir antineoplastik ajandir.
Fazl ve Faz2 klinik ¢alismalar tek basina veya dider
ilaglarla kombine olarak verildidinde meme kanseri, akut
ldsemi, non Hodgkin lenfoma gibi pekgok kanser tiiriinde olumlu
yanitlar alindidini gostermistir(3,10,80,96). Mitoksantronun
(MTO) sitotoksisitesinin gergek mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber antitimér aktivitesini flavo-



proteinlerin etkisi ile olugsan semikinon ve oksijen serbest
radikalleri yvardimiyla gdsterdigi ortaya konmustur.
Metabolizmasi sirasinda o©lusan kinonlarin intraselluler
olarak btlgeye 0zgln serbest radikallere donUgttkten sonra
DNA da g¢apraz baglanma ve zincir kopmasi vyaptidi ileri
siirtilmektedir(3,4,12,48,49,65,75,103). MTO'nun neden oldudu
hepatotoksik ve kardiyotoksik vyan etkilerinin de ayna
mekanizmalarla olustudu sanilmaktadir. Ancak bu konuda
yapllan arastirma sonu¢lari bazi farkliliklar gdstermektedir
(48,75,80,103) .Bu nedenle arastiricilar son yillarda MTO'nun
toksik etkilerin mekanizmalarini aydinlatmak f{Uzere yodun
¢calismalar yapmaktadir.Yapilan literatir taramasinda bu yeni
arastirmalar iginde karaciderde olusan toksik etkilerin

erken tanisina yYnelik ¢alismalara rastlanamamigtir.

Bu bilgilerden vyola ¢ikarak, vyenl ve {izerinde halen
¢alismalarin devam ettigi bir antineoplastik ajan olan
MTO'nun hepatotoksik vyan etkilerinin erken ddnemde ortaya
konmasinda antiocksidan enzimlerin rollerinin arastiril-
masinin ama¢landigdl bu calismada si¢anlara tek doz
Mitoksantron verilmesinin ardindan eritrositer 80D, katalaz
ve karaciger dokusu SOD, katalaz diizeyleri  yanisira
karacier hasarinin marker enzimleri olarak kabul edilen
AST, ALT ve OTK dizeyleri plazma ve karacider dokusunda
saptanarak bulgular histopatolcocjik veriler ile birlikte
dederlendirilmis ve Mitoksantronun hepatotoksik etkisinin
erken ddnemde belirlenmesinde antioksidan enzimlerin dederi

ortaya konulmaya ¢alisilmigtir.



GENEL BiLGILER

RADIKAL KAVRAMI VE OKSIJEN RADIKALLERI

Atom 'yaplsl bir c¢ekirdek ve c¢evresinde bulunan de§isik
sayida elektronlardan olusmaktadir. Elektronlar enerji
diizeylerine gdre belirli bir dizende yerlesir ve "orbit"ad:a
verilen vydriingelerde hareket ederler.Her bir orbitte iki
elektron bulunur. Ayni orbitaldeki iki elektron daima
birbirine zit ybnde kendi ekseni etrafinda donmektedir.
Buna uygun olarak dnce herbir orbitale bir tane ayni yo®ne
dénen elektron vyerlesir, atom numarasina gdre artan

elektronlar tekrar ayni sira ile ters ydnde donecek gekilde

yerlesir.

Oksijen atomu i¢in atom numarasi yani elektron sayisi 8 dir.
Bu elektronlarin orbital yapisi Sekil-1 de gosterilmigtir

(71)
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Sekil-1-Oksijen atomunun orbital yapisi



Oksijen molekiiliindeki ayni ydnde donen iki elektrona sahip
2p son orbitali onemlidir.Bu orbitallerden herhangi
birindeki elektron bir orbitali birakip diderine gegtiginde
veya farklil orbitallerde farkli ydtnde ddndugtunde 7Singlet
oksijen”™ olusur. Orbitalden birine ters dbnuslu bir elektron
veya ikisine ters doéniiglti iki elektron daha gelirse
"Radikal™ elde edilir. Dodal ocksijenden tiireyen oksidan

molekiiller gsekil 2 de verilmistir (38,71).
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Serbest radikal, oksidan molekiil veya en dodru adlandirma
ile reaktif oksijen partikiilleri, atomik veya molekiiler
yapilarda eglenmemis tek elektron igeren ve dolayisivla
reaktif o©zellik tasiyan molekiillerdir. Bu radikaller tek
elektronunu bir baska molekiile verebilir (rediiksiyon), bir
baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti



olusturabilir (oksidasyon). Sonuc¢ta nonradikal yapiyi radi-

kal sgekle doniistirebilir. Bu dzellikleri ile reaktif oksijen

partikilleri iki ana baslik altinda incelenmektedir
(38,71,72);
1-Radikaller;

-Superoksid radikal (O2.)

~-Hidroksil radikal (. OH)

-Peroksil radikal (ROO.)

-Alkoksil radikal (RO.)

~Semikinon radikal (HQ.)

~Hemoproteine bagli serbest radikaller

Non radikaller;
-Hidrojen peroksit
-Lipid hidroperoksit
~Hipohaldz asid
~-N-halojenli aminler
-Singlet oksijen
~0zon

—-Azot dioksit

REAKTIF OKSLIEN

1-Enzimatik tepkimeler

(H207)
(LOCH)
(HOX)
(R-NH-X)

(O3)

(NO5)

METABOLITLERININ KAYNAKLARI

Viicutta endojen olarak olusabilen

.
[ 4

oksijen metabolitlerinin enzimatik  kaynaklari asagdida
ozetlenmistir (38,73);
Ksantin Oksidaz
Hipoksantin + O -——--> Ksantin + O~ + Hy0,
NADPH Oksidaz
NADPH + 20, ——> NADP* + 205"
Amin Oksidaz
R"CHZ-NHZ + H20 + 02 -—=-> R-CHO + NH3 + Hzoz



Aldehid Okaidaz
R-CHO + O, ———> RCOOH + Oy~

Dihidroorotat dehidrogenaz

Dihidroorotat + NAD* +0, ~--->Orotik asid + NADH + O,~
Perocksidazlar
HoOp + X + H* ————2 HOX + Hy0

NADH Oksidaz tepkimesi

E-Fet3 + ROOH —— Bilesik 1 + ROH
Bilesik 1 + NADH —---> Bilesik 2 + NAD.
Bilesik 2 + NADH —=--> NAD. + E-Fet3
2 NAD. + 20, ——> 2 NADT + 20,"

Metilamin dehidrogenaz
CH3NH, + Hp0 ---—> HCHO +NH; + 2é +2H?

Galaktoz oksidaz
R-CH,0H + Oy ~———-> R~CHO +H,0,

Ribonliklectid redilkktaz
NDP + 2é& + 2H* -——-> dNDP + H,0

Prostaglandin H sentaz
Aragidonik asid + 20, -—-=> Prostoglandin G,

Prostoglandin G, + 2é + 2H* ----> Prostoglandin H, + Hy0

Piruvat format liyaz
Piruvat + PFL -—==> Format + PFL-asetil
PFlL—asetil + CoA —---> PFL + Asetil-CoA



2-Nonenzimatik tepkimeler; Otoksidasyon tepkimeleri sonucu
olusan reaktif oksijen metabolitlerinin nonenzimatik
kaynaklari agagdida Ozetlenmigtir(38,72).

Fet? +0, -———> Fet3 + 0,-

Hb~FetZ + O, ———=> Hb-Fet3 + 0,-

Mb~-Fet2 + 0, -~—-> Mp-Fet3  + 0,-
Katesolaminler + 03 -—==> Melanin + Oy~
Rediiklenmis flavin + O, ----> Flavin semikinon + 0O,~
Koenzim Q(Hidrokinon) + O, —=--> Koenzim Q(Ubikinon)+ 0Oy~
Tetrahidrobiopterin + 20, -—-—--> Dihidrobiopterin + 20,

3-Dig etkenlex;
—Radyasyon

-Hava kirliligi
-Toksik kimyasallar
-Sitostatikler
-Pestisitler
~Sigara

REAKTIF OKSIJEN METABOLITLERININ BIYOLOJIK AKTIVITELERI
VE HUCRE HASARI

Reaktif oksijen pargaciklari ile olusan hiicre hasarini
ag¢iklamak ic¢in baglica iki mekanizma one surulmustur (71);

1-Serbest oksijen radikalleri c¢ok sayida hiicresel hedefle
tepkimeye girerek hiicre olimiine kadar gidebilen olaylari



bagslatmaktadir.

2-Olusumu artan hidrojen peroksitin glutatyon peroksidaz
tarafindan detoksifikasyonu sirasinda ¢oziinebilen ve
proteine bagli tiyollerin oksidasyonu, hiucre 1i¢i serbest
kalsiyum konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir.
Serbest radikallerin hiicresel hedefleri Tablo 1 de o&zet

olarak gdsterilmistir; (35,84)

Bu etkiler sonucu hiicrenin asadida sozii edilen bolimlerinde
su dedisiklikler gdzlenir;

l1-Ekstraselluler Dbosgluk, Oksidatif indirgenme depoli-~
merizasyon tepkimeleri olarak tanimlanan bir dizi tepkime
ile reaktif oksijen metabolitleri hiyaluronik asidi
pargalamaktadir. Hiyaluronik asid ve kollajenin yikilimi
yasayan dokularin yapisal o6zellikleri ile membran gegir-
genliklerini belirgin olarak dedistirmektedir. (25,76,84)

2-Biyomembranlar, Memeli hiicre membranlari peroksidatif
hasara karsi ¢ok duyarli olan biuytk miktarda c¢ok doymamis
yagd asidi (PUFA) igermektedir(25). Bu vyad asidlerinin
peroksidasyonu en g¢ok aragtirilan radikal tepkimelerinden
biridir(84).

R'+PUFA--~>RH+PUFA' : (1)
PUFA'+0y~-—->PUFAO,* (2)
PUFAO, '+PUFAH (veya XH)-—-->PUFAO,H+PUFA' (veya X') (3)
PUFAO,', PUFAO,H, metaliyonu---> alkanlar, {4)
alkanallar
alkenaller

4 hidroksi alkenaller
Radikal vyad asidi 1ile birlegerek yukaridaki tepkimeler
serisini baslatair (tepkime 1) Radikal vag asidinin
oksijenle birlegsmesi sonucu lipid peroksid radikal (ROO'")
olusur (tepkime 2). Lipid peroksit radikalleri baska yag
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asidi yan zincirleriyle tepkimeye girerek lipid
hidroperoksitleri olustururlar (tepkime 3). Bu peroksid
irinleri metal iyonlari varlidinda bazi enzimatik tepkimeler
ile etan, pentan, malondialdehid benzeri yikim trinlerinin
yanisira kemiluminesans ve fluoresans veren bilesikler
olustururlar (reaksiyon 4). Lipid perocksidasyonu ve kilikiirt
igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu membran geg¢irgenligi
ve kirilganlida artar.Bunun sonucu membran enzimlerinin
aktivitesi azalirken hiicreye Cat2 girigi artar. Hiicre igl
serbest Ca'? artisi asadida belirtilen pek c¢ok hasar yapici
olaylr basglatmaktadir (68,83). Bu olaylar, fosfolipaz
aktivitesi ile fosfolipid kaybinda artis, membran
gegirgenligdinde dedisiklik ve potansiyel kaybina badgli
toksik etkide artis, proteaz aktivasyonu ile proteolitik
etkinin giddetlenmesi, katabolik enzimlerin aktivitesinde
artis ve endoniikleaz aktivitesi ile DNA kirailmalarinin

olusumudur.

3-Mitokondria, Normal kogullarda mitokondria, sitokrom
oksidaz sistemi 1ile oksijenl suya indirgeyerek detoksifiye
etmektedir.Elektron transport zincirinde yer alan pek g¢ok
bilegik (NAD, FAD, Koenzim Q gibi) oksijen 1ile tepkimeye
girerek 0O, salinimina neden olur ,buna tek deferli oksijen
kacagds denir. Bu kacada neden olan faktdrler bilin-
memektedir. Normal kosullarda bu kagak hiicrenin savunma
sistemleri ile yok edilebilmektedir. Ancak oksidan stres
durumunda savunma sistemleri yetersiz kalmakta ve
mitokondriada hasar olusmaktadir.Bu hasar sonucu hilcrenin
enerji sisteminin etkilenmesiyle ATP kullaniminda artma ve
ATP sentezindeki azalma ile badlantili olarak hticrede ATP
diizeyi hizla diser. Gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenazin
aktivitesinin azalmasi iki SH grubunu kaybetmesine baglidir.
Bdyle bir 'molekiile NAD badlanamayacadi i¢in ATP sentezi
inhibe olmaktadir. Bunun yanisira ATP sentetaz aktivitesi de



L1

4-Qekirdek, Herhangi bir nedenle olusmus olan serbest
radikaller ve 6zellikle malon dialdehid hiicre g¢ekirdeginde
baslica DNA 1ile tepkimeye girmektedir. Nikleik asid
yvapisindaki baz dedigimleri veya DNA zincir kopmasl sonucu
kromozomal yapida dedigiklikler olusturarak sitotoksisiteye
neden.olmaktadlr. Sonu¢ta mutajenik ve karsinojenik etkiler

gdzlenmektedir.

5-Sitozol, Sitoplazmada bulunan proteinlerin ¢odu ile
oksihemoglobin, katalaz gibi hemoproteinler serbest
radikallere kargsi 6zellikle duyarlidirlar. Antioksidan bir
enzim olan superoksid dismutazin (SOD) da katalitik akti-
vitesi ig¢in gerekli olan histidin kalintisi radikallerle
bloke edilerek aktivitesi inhibe edilmektedir.

Cksidatif stres sonucu olusan doku hasari sekil 3 de
gdsterilmistir; (40)

Serbest radikallerin neden oldudu doku hasari ile ilgili
klinik yonden onemli durumlar asagida ozetlenmistir.
(14,25, 92)
1-Toksik eksojen ajanlar:iyonizan radyasyon
' kemoterapotik ilag¢lar
nitrofurantoin
karbon tetra klorir
parakuat
kimyasalkarsinojenler
(benzpiren, sigara, ozon, NO;)
alloksan
2-Hiperoksijenasyon sendromlari:
akcigerde ocksijen toksisitesi
retrolental fibroplazi
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3-Iskemi/reperfiizyon sendromlari:
myokard enfarktiisi
kardiopulmoner bypass
organ transplantasyonu
mide mukozasinda hasar
{stres tilseri)
barsak iskemisi
nekrotizan enterokolit
sok sonrasi karacider yetmezligi
beyin iskemisi
akut renal tubuler nekroz
serbest flep transferleri (deri)
4-Inflamatuvar hastaliklar:
ndtrofil fagositosisi
artrit
inflamatuvar kemik hastaliklara
bad doku hastaliklara
immun yetmezlikler

5-Toksik doku hasari: aspirasyon pndmonisi
pankreatit
6zofajit

6-Genel durumlar: yaglanma

dolasim soku
periferik &dem

BAZI iZ ELEMENTLERIN OKSIDAN STRESTEKI ROLLERI

SELENYUM

Beslenmede =esansiyel bir iz element olan selenyumun
diyetteki normal miktari ve toksisitesi arasindaki sinar
halen tartismalidir. Gilinltik selenyum gereksinimi 60 ug
olarak kabul edilir. Insanda selenyumun normal dederleri;
tam kanda 58-234 pg/lt, serumda 46-143 pg/lt ve idrarda 7-
160 pg/lt dir (91). Selenyum insanlarda en fazla bdbrek



iy

korteksi karaciger, pankreas ve hipofiz bezinde
bulunmaktadir.
Selenyumun biyokimyasal fonksiyonlari tam clarak

bilinmemekle beraber organizmadaki ®nemi glutatyon peroksi-
daz (GSH-Px,EC:1.11.1.9) enziminin yapisina Qirmesidir (86).
GSH-Px yapisinda selenyum, sistein kalintilarindaki kikirt
atomunun yerine gegerek selenosistein geklinde bulunmaktadar
{6,77). Bilindigi gibi GSH-Px, hidrojen percksidi metabolize
eden temel enzimlerden biridir. Hicrelerin  oksidatif
hasardan korunmasi sirasinda selenit indirgenirken GSH
oksidasyonu ve selenodiglutatyon meydana gelmektedir{1l1l)

2Ht + 4GSH + Se032~ ----> GSSG + GS-Se-SG + 3H20

Bu tepkimede olusan selenodiglutatyon neoplastik hiicrelerin
gelismesini inhibe eden en etkin selenyum bilesigi olarak

tanimlanmaktadir.

BAKIR

Onemli bir iz element olan bakirin glinlitk gereksinimi vyasa
gdre de§ismektedir. Normal bir eriskinde vicuttaki toplam
bakir miktari 80-120 mg kadardir (15). En yodun olarak
karacier ve beyinde daha sonra bobrekte bulunur.Kas ve
kemik kitlesi ¢ok oldugdu i¢in total bakirin vyarisi bu
organlarda bulunmaktadir (78). Plazma bakirinin %95 den
fazlasi seruloplazmine badglidir, eritrosit yapisindaki bakir
ise biiylltk oranda SOD enziminin vyapisinda vyer almaktadar.
Normal deferler vyasa badli olarak dedgismektedir. Erigkin
kisilerde normal plazma bakiri;87-153 pug/lt arasindadar.
Bakirin insan vilcudundaki en oOnemli gbrevi sitokrom c¢
oksidaz, superoksid dismutaz, {rat oksidaz, mono amin
oksidaz gibi pek ¢ok enzimin yapisina girmesidir(16). Bu
enzimlerin temel yapisini olugturarak gosterdidi antioksidan
gdrevinden baska kanser olusumu {izerine de etkili oldudu
ortaya konmustur. Son yillarda yiirtitiilen galismalar kanserin
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olasi nedenleri arasinda serbest radikaller ve  supercksid
radikal iyonunun roli lizerinde durmaktadir (47} .
Laboratuarlarda alinan giincel sonuglar bakirin iz
dizeylerinin serbest radikal tarafindan olugturulan
biolojik hasari dramatik bir sekilde arttirdidinma
gbstermektedir. Enzimatik aktivite kayiplari, DNA da tek ve
¢ift halat kiralmalari , proteinlerin dzelliklerinde
deg§isiklikler , intraselliller bakir diizeyinin arttirilmasi
ile olusturulmaktadir. Bakirain belli bir organda lbirikimi
intraselliler hasara yol ag¢makta ve kanserdz lezyonlar ile
kendini belli etmektedir (61). Superoksit tarafindan
olusturulan biyolojik hasarda da bakir iyonlarinin rolt
oldugu vyoniinde bulgular bulunmaktadir. Bu modele gbre

superoksit radikali veya askorbat gibki diger indirgen
maddeler bakir kompleksini kuprdz duruma indirger. Sonra
bu kompleksler hidrojen perocksid ile tepkimeye girerek

proteinler, RNA ve DNA' vyi hasara ugratan hidroksil
radikalleri olusturur. Bakir iyonlarinin bulundudu spesifik
bir konumda hidroksil radikallerinin  tekrarlayan olusumu
bu mekanizmada rol oynar.Bu radikaller hticresel DNA ' da
hilcre ig¢i mekanizmalar tarafindan tamir edilemeyecek
sekilde ¢ift halat vyikilmalarina yol agar ve malign bir
olayix baslatir.

Superoksit hasarinda olaya bakirin katilimi ile ilgili ilk
basamak, hiicresel protein gibi bioclojik bir makromolekille
metal iyonun badlanmasi veya kompleks olusturmasidar.
Dokularda bulunan bakirin ¢odu spesifik bagli olduguna ve
superoksit dismutaz gibi bazi enzimlerin integral bir
bdlimiini olusturduduna gdére total bakir igeriginde hafif
bir artma nonspesifik komplekslegmis bakirda belirgin bir
artmaya yol agar ve bu da tek bagsina biolcojik hasardan

sorumludur {61).
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GINKO

Son yillarda lzerinde en ¢ok ¢alisilan iz elementlerden biri
olan ¢inkonun giinlik gereksinimi vyasa gbre dedismektedir.
Vicutta toplam yaklasik 2 gram bulunur.Yapilan g¢alismalar
¢inkonun baslica karaciger, bobrek, dalak, barsak mukozasi,
akciger, pankreas, tiroid, hipofiz, testis ve adrenal
tarafindan alinip tutuldudunu, beyin, kas, eritrosit ve
kemiklerde doniisiimiiniin oldukga yavas oldudunu gdstermigtir
{15,88). Cinko ile Dbiyolojik redoks iglemleri olasa
degildir. Biyolojik sivilarda serbest halde bulunmayan
¢inko organik ligandlar ile komplekslegmis durumdadir. En
bnemli gdrevi alkol dehidrogenaz, aldolaz, karbonik anhidraz
DNA polimeraz, glutamat dehidrogenaz, 1losin aminopeptidaz,
alkalen fosfatazlar, superoksid dismutaz gibi pek ¢ok
metalloenzimin yapisinda yeralmasidir(30). Bir antioksidan
vitamin olan A  vitamininin plazma konsantrasyonunun
diizenlenmesi i¢in gerekli olan ¢inko, karaciderden A
vitaminini mobilize eder(39,87). Antioksidan mekanizmaya bu
dolayli katkisindan baska ¢inko non enzimatik serbest
radikal tepkimesine karsi membran yapisinli stabilize ederek
E vitaminine analog bir rol oynamaktadir. Eritrositlerde
yapilan c¢aligmalar ¢inkonun bir antioksidan gibi etki
etmedigini ancak peroksidasyon sonrasinda olugsacak hasara
karsi eritrosit hiicre membranini stabilize ettidini
gbstermistir. Karacier dokularinda vyiiriitiilen c¢alismalarda
ise ¢inkonun karacier mikrozomlarinda hem NADPH oksidaz ile
interferans yapma etkisi 1ile hem de SOD'in yapisinda
bulunmasi ile dokuda malondialdehid olusumunu inhibe ettigi
ve bu sekilde lipid peroksidasyon olusumunu azalttiga
gdsterilmigtir (20,22)
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NOVANTRONE- MITOXANTRONE HCI-NSC 301739 HAKKINDA
GENEL BILGILER

Antracenedion olarak bilinen antineoplastik ajanlarain
kimyasal bir tipi olan Novantron ilk kez 1979 da kimyasal

aragstirmalar ile gilindeme gelmigtir.

Kimyasal yapisai;Kapali formiili;CyoHygN;Op 2HCL,  Molekiil

kiitlesi 517.4 Da olan, yapisal olarak Doxorubisin ve Dauno-
rubisine benzeyen Novantronun ag¢ik adi;1,4 dihidroksi 5,8
bis 1 {(2{ 2 hidroksi etil)amino)etil amino L - 9,10
antrasenedion dihidroklrorid'dir.Kimyasal yapisi Sekil-4

de gtsterilmektedir.
O NH-(CH,), - NH-(CH,),-OH

OH
98 e
O o  NM-(CH,),~NH- [CH,),- OH
Sekil-4 Mitoksantronun kimyasal yapisi

Preparat bilegimi;Preparattta 2 mg/ml serbest baz olarak
bulunur ve 0.8%(w/v) NaCl,0.005% (w/v) sodyum asetat ile
0.046% (w/v) asetik asid icerir. (55)

Farmakokinetik &zellikleri; Intraperitoneal, intra muskuler,
subkutan ve intravendz etkili olan bilegik  peroral
etkisizdir.15 mg/m2 IV verilmesini takiben plazmada hizla
dagilir ve santral sinir sistemi disindaki tim dokulara
geger (81).

Dagalam;MTO %78 i insan plazma proteinine badlanir. Badglanma
konsantrasyondan badimsizdir ve ilag¢lardan etkilenmez. IV
verildikten sonra baglica 3 agama ge¢irir; (56)

Baslangi¢ dadilim periyodu ; tl/2 ortalama 12 dakikadar
Sekonder " "o otl/2 " 93 "
Eliminasyon fazi ; ortalama 36 saattir.
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Terminal vyari omril ayni metodu kullanan pek¢ok arastirmaca
tarafindan farkli bulunmus ve 8.9 ile 212 saat arasinda
dedisen degerler bildirilmigtir.Bu uzun terminal yari Omir
ve genis dagilaim hacmi Mitoksantronun derin doku
boliimlerinde baglandigina ve yavas yavas. salindigina
gdostermektedir (3).Stewart ve arkadaglari ©limden onceki son
MTO tedavisi 13-272 giin olan olgularda bile postmortem
dokularda mitoksantron saptamistir.Lu ve arkadaglara
mitoksantronun kandaki dadilimini incelemisler ve %51
plazma, %23 eritrosit, %12 monosit, %6 ldkosit ve %5
trombositlerde dadildigdini saptamiglardir(3).

Atilimi; MTO verildikten sonra karacifer, kemik 1lidgi,
kalb, tiroid , dalak , pankreas , adrenal bez , bdbrek ,
beyin dokularinda sirasi ile azalir. Plazmadan eliminasyon
baslica renal ve bilier atilim ile olmaktadir.Idrarda
yaplilan calismalar baslica 5 sekilde atilabildigini
gdstermigtir.Yapisi degismeden atilabildigi gibi, iki vyan
zincirindeki terminal hidroksil grubunun oksidasyonu sonucu
olusan monokarboksilik asid ve dikarboksilik asid
metabolitleri ve vyapisi tam olarak anlagilamamis olan iki
farkli metabolit geklinde de idrar ile atildidi saptanmigtir
(21). Wolff ve arkadaslari glukuronik asid ve glutatyon
konjugatlari seklinde idrarda saptamaya basafmlslardlr {69).
Glukuronidasyon , glutatyon konjugasyonu ve mono ve
dikarboksilik asidler MTO'nun Snemli detoksifikasyon
yollaridir(79). 1la¢ verilmesinden sonraki 5 giin iginde
(renal atilim dozun %6-11'i iken fegesle atilim dozun %25'i
kadardir (55). Ortalama renal klirens; 0.9-2.7 1lt/h/m? olarak
bulunmustur (33).

Analiz yéntemleri; Biyolojik orneklerde MTO analizleri ig¢in
su ydéntemler kullanilmaktadir;



Radyo immun assay (RIA)
Enzim badimli immunosorbent assay{ELISA)
Yiiksek performansli ince tabaka
kromatografisi (HPTLC)
Fluorometri
Yiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC)
Bu yontemlerden HPLC nin en spesifik ve duyarli oldu§u
saptanmistir(33).

Kullanaim alani;Akut lenfoblastik 1&semi,meme kanseri(10),
Non Hodgkin lenfoma(56) primer hepatoselluler kanser
vakalarinda tek basina veya diger sitostatiklerle birlikte
kullanilmakta ve 1iyi sonug¢lar verdigi bildirilmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda farelerde olusturulan deneysel tiUmdr
modellerinde tzellikle lsdsemi, lenfoma ve osteocjenik
sarkomada olumlu sonuglar elde edilmistir(96).

Yan Etkileri; Hematolojik vyan etkiler doza baglidir.Bu
etkiler ig¢inde en erken goriuleni 1dkositopenidir.Farkli
arastiricilar tarafindan yiiritiilen <¢alismalarda farkli
oranlarda. yan etkiler saptanmigtir. Lenk ve arkadaslari
tedavi sirasinda %40 olguda bulanti-kusma ,%9 olguda orta
derecede stomatit ve %4.4 olguda reversibl alopesi
saptarken Henderson ve arkadaglari ayni yan etkileri sirayla
%7, %1 ve %66 olguda godzlemistir. Deri nekrozu geklindeki
lokal deri lezyonlari ekstravazasyon oldudunda
gdorilebilmektedir (29).

En iyi bilinen vyan etki kardiotoksisitedir. Kardiotoksik
etkinin lipid peroksidasyonunun stimulasyonu ile ilgili
oldugu diusiinilmektedir(4,27,28). Saleta ve arkadaslari
yaptiklari g¢aligsmada MTO wuygulanan 441 olgunun 4 f{inde
konjestif kalb yetmezlidi gelistigini saptamislardir(80).
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Metabolizma ve Etki Mekanizmasi;MTO'nun etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Dider antrasiklinlerde oldugu gibi
nikleik asidler ilacin hticredeki baslica hedefidir. MTO
yapisinda bir  kinon grubu tasir, bu grﬁbun metabolik
indirgenme ile aktivasyona udradidi digiinilmektedir(48,65).
Sirdiiriilen ¢galismalar MTO'nun etki mekanizmasinin
karacigerdeki metabolizmasi ile siki bir iliski gtsterdigini
ortaya koymustur. MTO karacigerde sitokrom P450'e badimli
"mixed function oxidase=karigik fonksiyonlu oksidaz" ile
metabolize edilmektedir. Bu metabolizma yolu pekg¢ok ilacan
vilcuttaki biotransformasyonunda rol oynamaktadir (Sekil 5)
(100) . MTO nun vyapisindaki kinon grubu iki yolla metabolize

edilmektedir;
l1-Antrakinonlarin (AQ) iki elektron ile indirgenmesi
sonucunda daha dengeli hidrokinonlar olusur. (12)( sekil6)

Bu vyol detoksikasyon olayinda rol oynar ve NADPH (kinon
akseptor) oksidoreduktaz (DT-Diaforaz olarak da bilinir) ile
katalizlenir: (32, 34)
AQ +2é- +2H+ AQH,.
Bu iglem molekuler oksijenin varligdinda dihidrokinonun
otoksidasyonu fizerinden iki tek elektronlu oksidasyon olay:i

ile gergeklestirilir. Once dihidrokinonun tek elektronlu
oksidasyonu sonucu semikinon serbest radikal ve superoksid
anyon olusur.

AQH, + Oy ==——=- > AQH. + 0,-~ + HY o

NADPH Flavoprotein (ox)

Flavoprotein (red)

T

Sekil-6- MTO 'nun olasi mikrozomal aktivasyon metabolizmasi
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ikinci olarak semikinonun oksidasyonu ile superoksit anyon
elde edilir ve baslangig¢taki kinon rejenere edilir. Yeniden
olugan kinon dider enzimatik indirgenme tepkimeleri icin
kullanilabilir durumdadir. Bu islem bir tir redoks dongiisi
olarak tanimlanabilir.

AQH + + Oy, —=—-=> AQ + O, -~ + H*T

Bu metabolizmanin olasi isleyisi Sekil-7 de

gbsterilmistir(64).

* 0, molekller oksijen

|

NADP% emikinon radi

1é kinon redoks 1é oksijen aktivasyonu

dénglsl

NADPH X Kinon O superoksid anyon

mikrozomal o5 OH- + *OH. + 0,
sitP450 reduktaz Haber-Weiss, radikal singlet oksijen
oF reaksiyonu
&
1 2 + HO;
dismutasyon e} O,
Kirtima yerleri
1.80D 5
2 katalaz Fe** O
3.1,3 dimetil tre OH. + OH-
4 tokoferol radikal
5.EDTA ve selatorier 11 27 3 41
6.askorbik asid O, H,0, OH. 0,

Doymamig membran lipidlerinin peroksidasyonu
Sekil-7 Antrasiklin grubu ilaglarin enzimatik aktivasyon mekanizmalari
ve semikinon serbest radikal ve sekonder reaktif oksijen Uriinlerinin olusmasi

2~-Tek elektron indirgenmesi ile semikinon radikal olusur:
Bu olay baglica NADPH-sitokrom c reduktaz ve NADH-sitokrom
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b5 reduktaz enzimlerinin aktivitesi ile gergeklesir. Tek
elektron indirgenmesi ile olusan semikinonlar molekiller
oksijen ile redoks dongiisiine katilir ve ¢egitli reaktif
oksijen ornekleri (superoksid anyon, hidrojen perocksit,
hidroksil radikal, singlet oksijen gibi) olusmasina neden
olur{ Bu redoks dongiisi oksidatif stres ve hiicre

toksisitesine yol agabilmektedir.

Bu metabolik olaylardan sonra MTO etkisini iki mekanizma ile
gdstermektedir (56) MTO , DNA vyapisina katilarak veya DNA
ya elektrostatik olarak baglanarak DNA ve RNA sentezini
inhibe etmektedir.

Hicre kiiltiirtinde MTO nun morfolojik degisiklikler
{(mikronukleus olusumu) yanisira cekirdekte vyapisal
degigiklikler ve kromozom kiriimalarina yolagtiga
gdsterilmistir(56). MTO nun hiicre dongiistindeki etkileri faza
spesifik dedildir. MTO ile meme kanser hiicresinde yapilan
invitro ¢alismalar,hiicrelerin hicre donglslinin G2 fazinda
durduruldugunu ve bu bloke hucrelerin substans bagimli hticre
dlimlerine karsi daha duyarli oldugunu fakat hilcre dbngiisiine
dzgiin olmadidini gdstermigtir.

Timér hlcresinde MTO ya diren¢ geligmesi hiicre membran
de§isikligine baglidir.Bunun sonucu hilcrede MTO nun alinip
tutulmasi ve buna badli olarak DNA ya badlanma azalmak-
tadir (56).

Antineoplastik etkisinin yanisira MTO nun antiviral,
antibakteriyel, antiprotozoal, immun sistemi diizenleyici
etkileri wvardir ve bazi hayvan tirlerinde mutajenik

aktivite gdstermektedir (56).
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ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Hiucreler oksidatif hasari onleyen, vyokeden veya kismen
azaltan bazi mekanizmalara sahiptir. Oksidanlarla micadelede
birinci asama risk faktdrlerinin belirlenmesi ve bunlardan
uzak durulmasidir. Ikinci yol ise doku hasarina yol agan
olayin etkisi ile tetiklenen biyokimyasal tepkimeleri bir
veya birkag¢ basamakta engellemektir.  Bu amagla
yvapilabilecek girisimler sunlar olabilir; Na* aktif girisi
inhibe edilmesi, Kt girigsi aktive edilmesi, hiicre i¢i laktik
asidozun inhibisyonu, sitotoksik ve vazojenik antiddem
girigimler, vyeniden fosfolipid sentezi hizlandiricilara,
kalsiyum kanal Dblokerleri, lipid peroksidasyonu ve
siklooksijenaz inhibitérleri, 1ldkotrienlerin inhibisyonu,
opiat antagonistleri, PAF  inhibitoérleri, H2 reseptor
antagonistleri, atrial natritiretik peptid,hipotermi gibi
islemler vyapilabilmektedir (68,72) .Uclinct asama, aktive
olmus notrofillerin lezyon bélgesine hiicumunu ve birikimini
inhibe etmek i¢in antienflamtuarlarin kullanilmasidir.
Ddrdiinclt ve en etkin yol artmis oksidanlara do§rudan etki
ederek onlari yoketmektir; Direkt etki ile oksidanlar:
inaktif hale getiren maddelere "Antioksidanlar” denir.Tim
antioksidanlar baglica dort yol ile etkilerini
gergeklegtirmektedir( 72).Bu etkiler:

1-Scavenging etki ,oksidanlari tutma ve zayif bir molekiile
donlistiirme etkisidir.Enzimler bu gekilde etki yapar.
2-Quencher etki , oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getirme etkisidir.Vitaminler,flavancidler bu gekilde
etki eder.

3-Onarma etkisi,

4-Zincir koparma etkisi, oksidanlari badlayarak fonksiyon-
larinin ®nlenmesi etkisidir. Agir mineraller, hemoglobin,

seruloplazmin bu yolla etki eder.
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Antioksidan molekiiller dogal antioksidanlar ve ila¢lar olmak
Uzere baglica iki baslik altinda incelenmektedir; (38,71,72)

A-Dogal antioksidanlar
1-Enzimler
Superoksid dismutaz, O,°"nin hidrojen perokside

dismutasyonunu katalizler.

Katalaz, hidrojen peroksidin dismutasyonunu katalizler.
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksid ve lipid
peroksidlerinin rediiksiyonunu katalizler.

Glutatyon rediiktaz, GSSG nin GSH ye ddénisimiini sadlayarak
indirekt yolla'antioksidan etki gdsterir.

Hidroperoksidaz

Sitokrom c oksidaz

2- Ekstraselluler sivinin nonenzimatik antioksidanlari
Seruloplazmin , demiri okside eder

Transferrin , demiri baglar

Hemoglobin, oksidanlari baglar.

E vitamini ve analoglari , lipid peroksidasyon =zincirini
kirar

C vitamini, 0p-"ve OH- yi direkt olarak tutar, E vitaminini
rejenere eder

Tiyol igerenler; (glutatyon,N asetil sistein, metyonin,
kaptopril), serbest radikal ve HOCl tutucusudur.

A vitamini , direkt olarak peroksillere etki eder.

Urik asid , 0,°7,0H- ve peroksil tutucusudur. '

Ubikinon , serbest radikal tutucusudur.

Glikoz , hidroksil radikal "

Bilirubin , serbest radikal "

Albumin , bakiri baglar

Piruvat , hidrojen peroksid tutucusudur.

Haptoglobulin , hemoglobini baglar.

Hemopeksin , serbest hemi baglar.
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B-Ilaglar

Rekombinan h-SOD

Ebselen

21 aminosteroidler

Demir .gselatdrleri Deferroksamin,dimetil tiolire
Sitokinler TNF ve interl®kin-1

Ksantin oksidaz inhibitérleri allopurinol,oksipurinol
Mannitol

Barbitiratlar

Flavanoidler

Trimetazidin

Indapamid

Cat? kanal blokerleri,H2 reseptdr blokerleri

ENZIMATIK ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERL
Vicutta enzimatik antioksidan mekanizmanin isleyisi sgsekil 8
de gvsterilmistir (99).

Supercksid dismutaz (SOD) Supercksid ocksidoredilktaz,
EC 1.15.1.1.
Oksijeni metabolize eden bitiin hiicrelerde bulunan ve
superoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalizleyen
bir metaloenzimdir (70,97).

0p+~ + 0g+7 + 2HY ===> Hy0, + 0O,
Bugiine kadar dort farkli gekli bulunmustur. Bunlardan biri
dkaryotik hiicrelerin sitozolinde ve mitokondrianin
intermembran aralidinda bulunur. Molekiil kiitlesi 31.200Da
olan bu enzim her bir dimerik protein ig¢in birer molekil
bakir ve ¢inko igerir (97). CGinkonun stabiliteyi sagladigi
ve bakirin ise aktiviteden sorumlu oldugu diistinilmektedir.
Cinkonun ayrilmasi irreversibl iken bakir reversibl ayrilir
ve tekrar ba§lanabilir, ancak badlanma yeri ayni reseptdr
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olmayabilmektedir. Bu enzimin onemli bir o&rnedi sigir ve
insan eritrositlerinde bulunan eritrokupreindir (17,82).
Liou ve arkadaslarinin son c¢alismasinda (58) CuZn-SCD'un
si¢an karacigerinde primer olarak sitoplazmik yerlesimli
oldugu mitokondri ve peroksizomlarda ise eser miktarlarda
bulundugu ortaya konmugtur. CuZn-SOD'un lizozomlarda
saptanmasinin ise sitoplazmadan geg¢mesine badli oldugu One
stirlilmigtir.

SOD un iki tipi her bir molekiild basina iki adet manganez
icermektedir. Bu enzimlerden biri mitokondria matriksinde
bulunurken (molekill kiitlesi=75.000Da), digeri E. Coli gibi
bakterilerin sitozoliinde {molekiil kiitlesi=40.000Da) bulunur
(70) . CuZn-SOD siyaniir ile inhibe olurken Mn-SOD siyantir ile
inhibe edilemez (97,98).

Dordiincli tip SOD demir igerir ve E. Colinin periplazmik
araliginda bulunur.Molekiil kiitlesi 40.000Da olan bu enzim
yapisal olarak Mn-S0OD'a bliytik benzerlikler gbster-
mektedir (71).

Katalaz EC:1.11.1.16

Katalaz yaplisal olarak bir hemoproteindir.Sigair
karaciderinde vyiiriitiilen c¢aligmalarda katalazin molekiil
aklitlesinin 248.000 Da oldugu ve nonkovalent bagdli
protoporfirin IX Fe (hem) grubu igerdi§i ortaya konmustur
(67,86). Kan, kemik 1iligi, mikdz membran, karacider ve
btbrekde yiuksek miktarlarda bulunmaktadir (67).Duslik hizlarda
hidrojen peroksidin olugtudu durumlarda veya yliksek elektron
alicisy konsantrasyonlarinda peroksidatif tepkimeyle
(tepkime 1), hidrojen peroksid olusum hizinin yiiksek oldudu
durumlarda ise katalitik tepkimeyle (tepkime 2) hidrojen

peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirir.
Hz0p + AHy =—===—=—===———- > 2Hp,0 + A tepkime 1

H202 + H202 ------------ > 2H20 + 02 tepkime 2
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En vyiiksek katalitik turnover hizina sahip oldudu bilinen
katalazin, aktivitesi i¢in demir gerekir. Aktif kismi olan
Fe+3—protoporfirinin iki fonksiyonel dongisii bulunmaktadir.
Katalaz Fet3 + Hy0p =---—- > Katalaz-Fe*3-HOOH aktif dedil
Katalaz-Fe*3-HOOH + Hy0p, ---—- > Katalaz Fet3 + 2H,0 + 0O

detoksifikasyon mekanizmasi
Ortamda ¢ok disttk hidrojen peroksid dizeyi oldugunda ve
aktif olmayan enzim bilesidi ile elektron alicisi tepkimeye
girer:
Katalaz-Fet3-HOOH <+ AHy; ——=——==- > katalaz Fe +3 + 2H,0 + A

ILACA BAGLI KARACIGER HASARI VE GOSTERGELERI

Ilaclarin karacierde olusturduklari hasar i¢in U¢ neden
one slrilmektedir (91).

1- Direkt etki ile olusan hasar

2-Immun hipersensitiviteye badli olusan hasar

3-Predictable hepatotoksinlerle olusan hasar
Ilaclarin karacider dokusunda olusturdudu hasar ilacin tipi,
metabolizmasi, etki mekanizmasina gore ¢ok farkli klinik
bzellikler ve laboratuar bulgulara gbsterebil-
mektedir (45,91).

Kemoterapstik ilaglar doku hasari yaparak enzim salinimina
neden olduklara igin serum transaminazlari ve LDH
diizeylerinde artiga neden olmaktadirlar(45). Ozellikle akut
ve toksik hasarda AST ve ALT de Dbelirgin artislar
olmaktadir. Bu artislar karacier nekrozunun derecesine
badli degildir. Ilaca badli hasarda AST dizeylerinde daha
belirgin artislar saptanmaktadir bunun uyum sadlamaya bagl:i
oldugu dilgiiniilmektedir (42).
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—-Aspartat Amino Transferaz-AST (EC:2.6.1.1.); Aspartatin
oksaloasetata doniistimiinii katalizleyen bu enzimin
mitokondrial ve sitozolik izoenzimleri vardir. Kalb, iskelet
kasi ve karaciderde yiksek oranda bulunmaktadir.

-Alanin Amino Transferaz-ALT (EC:2.6.1.2.);Alaninin piruvata
déniistimiinii katalizleyen bu enzimin mitokondrial formu ¢ok
diigitk konsantrasyonlarda bulunur ve stabil dedildir. Bu
nedenle daha ¢ok sitozolik fraksiyonundan sozedilmektedir.
En yiiksek oceranda karaciderde lokalizedir.

-0rnitin Karbamoil Transferaz-0OTK (EC:2.1.3.3.) Ornitin ve
karbamoil fosfattan sitrulin sentezini katalizleyen bu enzim
mitokondri membranina badli olarak bulunmaktadir. En yliksek
aktivitesini karacierde gdstermektedir. Ozellikle primer
karacider hastaliklarinda belirgin olarak yiikseldigdi yolunda

yvayinlar vardir (50).



GEREG VE YONTEMLER
-ALETLER;

1.8pektrofotometre - LKB Ultraspec 11
2.Spektrofotoflurometre - Aminco Bowman

3.Atomik absorbsiyon spektrofotometresi - Pye Unicam
4.Ultrasantriftij - Beckman model L2-50 ultrasantrifiij
5.808uk santrifiij - Hettich

6.Homojenizatdr - Braun Melsungen

7.pHmetre ~ Copenhagen PHM 63 digital pHmeter

8.Su banyosu ~ Kotterman

9.Hassas terazi - Mettler H 20

10.Aluminyum blok 1sitica

11.0tocanalizdér - Hitachi 705

12.Santrifij tipleri,cam kapakli deney tipleri
13.0tomatik ve cam pipetler

I-KIMYASAL MATERYALLER;

1-Kimyasal Maddeler:

-Mitoxantrone (Novantrone), Er kim
~-Hidrojen peroksid,Merck

~Epinefrin ,Sigma

-SGOT kiti ,Wako

-SGPT kiti, Wako

~Urease powder, Sigma

-Karbamoil fosfat Lityum tuzu, Sigma
-Ornithin HCl , Sigma

-Antipirin , sigma

-Demir-3-kloriir , Sigma
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-H3PO4

-Diasetil monoksim (DAM) , Sigma

-2 2' azino bis /3-ethoxybenz thiazoline-6 sulfonic acid
(ABTS )Sigma

-Sodyum karbonat , Merck

-Sodyum hidroksit, Merck
-Bakir sulfat. 5 H,O, Merck

-Sodyum-Potasyum tartarat,4 H,0, Merck

-Folin ciocalteu
-Diamino naftalen (DAN),Sigma
-Siklohekzan, Merck

2-Tamponlar ve solusyonlar{(37};

a)Fosfat tampon,50mM, pH=7.0
KH, POy 6.81 g/lt

Na,HPO,; .2H,0 8.9 g/lt

b)Karbonat tampon, 50 mM, pH=10.2
Na,CO3 anhidr 5.3 g/1t

NaHCOs4 4.2 g/lt

c) Tris-HCl tampon , 20 mM, pH=7.4
Tris 2.42 g/lt 50 ml

HC1 1.72 ml/1t 41.4 ml
+ KC1 8.175 g/1lt

d) Serum fizyolojik: %0.9 NaCl

e)Siyaniir igeren karbonat tampon, 50 mM, pH=9.7
KCN 185.36 mg/lt (3mM) 50 mM karbonat tamponda hazirlanir)
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f)Drabkin c¢dzeltisi

Potasyum siyanir 50 mg/lt
Sodyum bikarbonat 1000 mg/lt
Potasyum ferri siyanlr 200 mg/lt
Primer potasyum fosfat 140 mg/lt

g) Trietanclamin tampon,0.4 M, pH=7.7
Trietanolamin 59.676 g/lt
HC1 1 M 53.3 ml/lt

h)Selenyum ig¢in tampon ¢dzelti

Amonyum hidroksit 114 ml/1lt {(7mM)
Bromcresol purple 10 mg/lt
EDTA 7.44 g/lt (20 mM)

1)OTK ig¢in reaktif

Antipirin 65 mM 12.233 g/1t
Demir 3 kloriir 12.5 mM 2.028 g/lt
H3P04 625 ml
Bidistile su 375 ml

3-Standartlar

a)Superoksit dismutaz standarti ,bovin eritrosit SOD
30000, Sigma

b)Selenyum Standarti ,atomic absorbsiyon standarti, Sigma,
50-400 ug/lt 0.1 M HC1l ile hazarlanair.

c)Bakir Standarti ,Cu(NO3),.3H,0 dan hazirlanan stok ¢ozelti

(3.7980 g/lt) 1/100 dilue edilerek elde edilen standart
¢bzeltiden 0.2-2.0 ppm lik bakir standartlari hazairlandai.
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d)Cinko Standarti; Saf ¢inko metal 0.1 g tartildi ve 10 ml
5N HC1l ile ¢dziildiikten sonra bidistile su ile 1 litreye
tamamlandi. Bu stok ¢dzelti 1/100 dilile edildikten sonra
0.2-2.0 ppm lik standartlar hazirlandi.

e)Sitriilin Standarti; Sitrulin 17.5 mg/10 ml bidistile su
hazirlanarak 1 mmol standart solusyon elde edildi.

f)Protein Standarti; 200 mg/100 ml konsantrasyonda Bovin
serum albumin ¢dzeltisinden bidistile su ile 25-200 mg/dl
li1k standartlar ig¢in gerekli seyreltmeler yapildi.

g)Hemoglobin Standarti; 15 g/100ml 1lik hazir standart

10ul/10ml seyreltilerek 100mg/lt standart g¢ozelti elde
edildi.

I-ORNEKLER;

Calismanin bu bosluml ikl asamali olarak gerg¢eklestirilmistir

Birinci agama; sicanlar ig¢in hepatotoksik dozu ve

toksik etkinin gortildiigi =zamani saptayabilmek amaciyla
yaklasik 150%20 g adirlidindaki standart hayvan besi yemi
ile beslenen ,ortalama 2 aylik Swiss albino tiirli siganlara
ayni giin 12 mg/ kg olacak sekilde intraperitoneal
Mitoksantron enjekte edilmigtir. Kontrol grubu i¢in ¢ ve
enjeksiyondan sonraki 4.,5.ve 6. glinlerde iger sigan
kalblerinden kan almak suretiyle oldirtilmiis ve dokulara
ayrilarak hepsi ayni giin g¢aligilmak Uzere -20 C de
saklanmigtir. Bu siganlarin eritrositlerinde bekletmeden
SOD, katalaz ve karacier dokularinda ise SOD, katalaz,
SGOT, SGPT analizleri vyanisira karacigerde histopatolojik
dederlendirme yapilmigstir. Bu dederlendirmelerin sonucunda
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karacierde toksik etkilerin 5. wve 6. gilin olustudu
saptanmistir. Amacimiz toksik etkiler mikroskobik diizeyde
gbrilmeden toksisiteyi aragtirmak oldugu ig¢in 2. asamada
¢alismalar sadece ilaci takiben 4, ve 5. glnlerde
yirtitilmistir.

Ikinci asama; Yaklasik 150%20 g agirlidinda ve ortalama
2 aylik 24 adet Swiss albino tlurii si¢an g¢alismaya
alinmisgtir. Oniki sigan kontrol grubu olarak ayrilmis ve
diger grup ile birlikte ayni giin yaklasik 0.6 ml distile su
IP enjekte edilmistir. Difer oniki adet sigana ise 12 mg/kg
olacak sgekilde yaklasik 0.6 ml Mitoksantron enjeksiyonu
yvapilmistir. Enjeksiyondan sonraki 4. gin 6 adet kontrol

grubundan ve 6 adet deney grubundan ve 5. glinde ayni
sekilde 6 adet kontrol ve 6 adet deney grubundan olmak lzere
onikiser sigan eter anestezisi altinda kalblerinden kan
alinmak suretiyle oldirilmiustiir. Derhal karacider dokular:
¢lkarilarak serum fizyolojik ile yikandiktan sonra dokular 3
pargaya ayrilmistir. Sol alt lobdan alinan doku pargalar:
%$10. formaline konarak histopatolojik inceleme igin
ayrilmigtar. Diger ornekler derhal -20° C de derin
dondurucuya konarak c¢alisilacadi gine dek saklanmistir.

Calisma gruplarini ozetlemek gerekirse;

1-Kontrol grubu (n=15), ortalama 0.6 ml su IP verildi.

2=-MTO 4 grubu, (n=9),tek doz ,12 mg/kg, ortalama 0.6 ml MTO
IP verildi, uygulamadan sonraki 4.giln g¢alismaya alindi.

3-MTO 5 grubu, (n=9),tek doz, 12 mg/kg, ortalama 0.6 ml MTO
IP verildi, uygulamadan sonraki 5.gln galismaya alinda.

V-YONTEMLER

1-Plazmada vyapilan analizler: Siganlarin kalbinden alinan
heparinize kan ornekleri +4°C de 1000gx10 dk santrifijden
sonra plazmalari ayrilmistir.Bu plazma érneklerinde
OTK,AST,ALT tayinleri yapilmistir.
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OTK tayini;(5,18,19,23,43) Ornitin Trans Karbamoilazin
ornitini sitruline g¢evirmesi esasina dayali spektrofoto-
metrik ydntem kullanilmigtair.

Calisma sekli:

Ornek Kér Analiz kéri
TEB tampon - 0.1ml 0.4ml
Ornitin HCl1L 5mM 0.4ml 0.4ml -
Plazma 0.1ml - 0.1ml

37°C de 5 dakika inkiibe edilir.
Karbamoil P Li tuzu 0.4ml 0.4ml -

Urease 2g/L - - 0.4ml
37°C de 20 dakika inkibe edilir.
TCA %10 1.1ml 1.1ml 1.1ml
' 600g x 10 dakika santrifij edilir.
Supernatant Iml iml 1ml
Reagent 4ml 4nl 4ml
DAM 100 mM lml 1ml Iml

Biitiin tipler 100°C de 20 dakika kaynatilir ve karanlikta 10
dakika sogutulur.460 nm dalga boyunda spektrofotometrede
suya karsi okunur. Hesaplamada o6rnek absorbans deferi ile
kér wve analiz korintin toplam dederi arasaindaki fark
alinir.Sitriilin ¢¥zeltisi kullanilarak onceden hazirlanmis
olan standart grafikten vyararlanarak, c¢alismada bulunan

optik dansite farklari U/lt cinsinden hesaplanar.

OTK aktivitesi (U/1lt) biyolojik sivinin litresinde dakikada
olusan sitriilinin mikromoliine esdederdir.

SGOT (AST) tayini;Plazma Ornekleri direkt olarak Hitachi 705
otoanalizdrde agagidaki prensibe dayali Wako kiti
kullanalarak ¢alisaildx.

alfa oksoglutarat+L aspartat ---> L glutamat+ocksalcasetat
oksaloasetat+NADH+Ht —--> L malat+NAD"'

Olusan NAD spektrofotometrik olarak dlg¢ildi.
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SGPT (ALT) tayini;Plazma Ornekleri direkt olarak Hitachi 705

otoanalizdrde asagidaki prensibe dayali Wako kiti
kullanilarak g¢alisildi.

alfa oksoglutarat+L alanin =---> L glutamat+piruvat
piruvat+NADH+Ht ~--> Laktat+NAD?*

Olusan NAD miktari spektrofotometrik olarak &lgitildi.

2-Eritrositlerde vapilan analizler: Plazmalari ayrilmis olan
heparinize kan ornekleri 3 kez %0.9 NaCl g¢dzeltisi ile
yikandiktan sonra soduk bidistile su ile (1/5) hemolize
edilmis ve bu hemolizatlarda bekletilmeden S0D, katalaz ve

hemoglobin tayinleri yapilmistar.

SOD tayini; (24,41,64,66,82,101)Hemolizatlar karbonat tampon
ile 1/1000 diliie edilerek pH=10.2 de epinefrinin
adrenokroma otoksidasyonu esasina dayali kolorimetrik ydntem
ile SOD dizeyleri tayin edilmistir. 2 ml tampon lzerine 7sn
i¢inde 0.2ml ornek ve 0.025ml epinefrinin %0.55'1ik (ImM HCl
iginde hazirlanmis) c¢dzeltisinden eklenerek absorbans
artisi 15 sn aralarla 3 dk boyunca 480nm de okunmustur.
Enzimin epinefrinin adrenokroma otooksidasyonunu inhibe etme
yizdesinin hesaplanmasindan sonra standart grafikten elde
edilen veriler U/¢ Hb olarak deJerlendirilmigtir. K8r igin
2,2 ml tampon solusyon ve epinefrin kullanilmistair.

Katalaz tayini; (1,2,17,61,89) Hemclizatlar fosfat tampon ile
1/1000 diltle edilerek hidrojen  peroksidin katalaz
tarafindan parcalanmasi temeline dayali UV spektro-
fotometrik ydntem ile katalaz diizeyleri tayin edilmigtir.
Taze hazirlanan 30mM H,O0p (0.34ml %30'luk H;0,+99.7ml tampon)
igeren fosfat tampon ¢ézeltisinden 3ml {Uzerine 0.2ml &rnek
eklenerek 240nm de absorbansin azalmasi 15 sn araliklarla,3
dk boyunca okunmug ve lineer regresyonlara gdre her bir
analiz ig¢in en uygun ~ absorbkanslar bulunarak, k deferi su



KY:f

sekilde hesaplanmistir;

k=2.3/ t x logAl/A2

initeye ¢evirmek ig¢in;

10=2.3 x logAl/A2 /t x 6.93 x 1073
=U/0.1ml x 10=U/ml x1000(dilusyon)= U/ml

Sonug¢lari standardize edebilmek i¢in veriler g/Hb olarak

dederlendirilmistir.

Hemoglobin tayini; 5ml Drabkin ¢ézeltisine 0.02ml hemolizat
eklenerek 5dk sonra 346nm de suya karsi okunmustur.
Standartlarda ayni gekilde calisilarak asadidaki gibi
hesaplanmistir:

Deney/Standart x %g Standart x son hacim/kan hacmi x 1/100=
%g Hb

3-Karacider dokularinda enzim analizleri:

Doku homojenizasyonu;Karaciger doku drnekleri hassas
terazide tartildiktan sonra fosfat tampon ile (1/10,w/v)
homojenizatérde 1000 devirde ortalama 10 vuru vyapilarak
homojenize edilmistir. Homojenatlar 600g x 10 dakika

santrifiij edildikten sonra iist faz homojenatlarda total ve
MnSCD, katalaz, AST, ALT, OTK ve protein tayinleri yapil-
mistir. Tim bu islemler +4°C de gergeklestirilmis ve enzim

tayinleri i¢in ®rnekler bekletilmemistir.

Total SOD tayini;{(90) Homojenatlar karbonat tampon ile 1/100
dilde edildikten sonra eritrositlerdeki gibi ¢alisilmis,

sonuglar doku proteinine gdre degerlendirilmigtir.

Mn-S50D tayini; (31,62) 1/100 diltue homojenatlar siyaniir
igeren karbonat tampon ile total SOD ydnemi gibl ¢alisilmisg
ve sonu¢lar doku protenine gdre hesaplanmigstir.
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Katalaz tayini; Homojenatlar fosfat tampon ile 1/100 diltie
edildikten sonra eritrositteki gibi g¢alisilmig ve sonuglar
doku proteinine bdltnerek hesaplanmistir.

SGOT (AST) tayini; Homojenatlar !/200 dilusyondan sonra
otoanalizdrde belirlenerek doku proteinine gore

deferlendirilmigtir.

SGPT (ALT) tayini; Homojenatlar 1/200 dilusyondan sonra
otoanalizdrde ¢aligilarak doku proteinine gére

hesaplanmigtair.

OTK tayini; (51) Homojenatlar 1/100 dilue edildikten sonra
plazmadaki ydntem ile ¢alisilmis, sonuglar U/mg protein
olarak hesaplanmigtir.

Protein tayini;(59) Proteinlerin alkali ortamda Dbakir
iyonlari ile biiliret tepkimesi vermesi esasina dayanan Lowry
yéntemi ile vyapilmistir. Peptid baglari alkali ortamda bakir
tuzlari 1ile mor renkli bir kompleks olusturur ve ayni
zamanda protein yvapisindaki tirozin ve triptofan
aminoasidleri fosfomolibdat-fosfotungstat ¢ozeltisi (Folin-
Ciocalteu) ile indirgenir. 1/20 dilile edilen homojenattan
0.1lml tzerine 0.9ml bidistile su eklendikten sonra 5ml taze
alkali bakir siilfat solusyonu konarak 10 dakika oda i1sisinda
bekletildi.Karigimlara 1:1 oraninda 1IN HCl ile dilie edilmis
folin ¢odzeltisinden 1ml konarak oda sicaklidinda 30 dakika
bekletildikten sonra 750nm de koére karsi okundu.Sonuglar
si1dir serum albumininden hazirlanan standart g¢ozelti ile

¢izilen grafikten hesaplanmisgtair.

Subselluler SOD tayini; Karacider doku ornekleri tartilarak
Tris-HC1l tampon 1ile (1:10,w:v) homojenizatdrde vyaklasik
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1000 devirxl0 vuru ile homojenize edilmistir(7). 600gx10 dk
santrifiijden sonra supernatant alinarak 10000gx15 dk, +4°C
de santrifij edilerek pellet mitokondriyal SOD ve protein
tayini i¢in ayrilmis ve supernatant tekrar 100.000gx60 dk +4
°C de santrifitij edilerek sitozol fraksiyonu elde edilmig ve

bu fraksiyonda SOD ve protein tayinleri yapilmistir.

Mitokondriyal SOD tayini;Mitokondri fraksiyonu 1/100
karbonat tampon ile diliie edildikten sonra dokudaki total
SOD yodntemi gibi ¢alisilmigtar.

Sitozolik SOD tayini; Sitozolik fraksiyon 1/10 karbonat
tampon ile dillle edildikten sonra dokudaki y&ntem il

caligilmistir.

Protein tayini; Mitokondri fraksiyonu 1/100 ve sitozolik
fraksiyon 1/10 dilue edildikten sonra protein tayinleri

yvapilmistir.

4.Karacider dokusunda element analizleri:Selenyum, bakir ve
¢inko analizleri igin  tartilan doku odrnekleri HNO3/HC1O4

(1/1) solusyonu ile (1/10,w/v) 72 saat enkilbe edilerek
homojenize edilmis ve santrifiij igleminden sonra element

tayinleri yapilmistir(6l,983).

Selenyum tayini; (9,52,85)Selenyumun selenite indirgenmesi ve

diaminonaftalen ile fluoresans vermesi esasina dayanan bu
ydntemde HNO3/HC104 ile homojenize edilmis ornekten 0.4 ml

alinarak #zerine 1Iml HNO3/HClO; eklenmig ve aluminyum blokta
150 °C de 30 dakika,190°C de 2 saat ve 210°C de 1 saat
isitilmigtir. Tipler souduktan sonra 6M HCL ¢®zeltisinden
0.2 ml ilave edilerek 150°C de 5 dakika yeniden isitarak
dijesyon islemi tamamlanmistir. Selenatan selenite
indirgenmesi asamasinda tliplere 2 ml tampon ¢ozelti
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eklenerek sari renk olusmasi gbzlenmis, tilpler soduduktan
sonra 5ml 0.1N HCl eklenerek hacim bidistile su ile 10 ml e
tamamlanmis ve odrnekler bir gece oda 1isisinda ve karanlikta
bekletilmistir. Ertesi gtun plazselenol kompleksi olusmasi
i¢in taze hazirlanmis DAN (0.1 M HCl ig¢inde 4g/L hazirlanir)
¢ozeltisinden 0.5 ml ilave edilerek 40°C lik su banyosunda
30 dakika inkiilbe edilmigtir. Sikloheksan ile ekstraksiyondan
sonra 360 nm eksitasyon ve 520 nm emisyon dalga boyunda
fluoresans okunarak g¢izilen standart grafikten sonug¢lar

dederlendirilmigtir.

Bakir  tayini;(61)HNO4/HClO, ¢bzeltisi ile  hazirlanmisg
homojenatlar ve standartlar ayni gin arka arkaya 324.8 nm
dalga boyu, 5 mAmper akim giddeti ve 0.5 slit genislidinde
atomik absorbsiyon spektrofotometresinde okunarak sonuglar

¢izilen grafikten ug/g yas doku olarak hesaplanmistir.

Cinko tayini; (46,61) Onceden hazirlanmis standart ¢dzeltiler
ve asid ile ozitlenmis doku ornekleri ayni giin arka arkaya
213.9 nm dalga boyunda, 10 mAmper akim siddeti ve 0.5 slit
genisgliginde okunmus ve standartlara gore grafik g¢izilerek
ug/g yas doku olarak dederler elde edilmisgtir.

5-ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada bulgularin istatistiksel degerlendirilmesinde
ANOVA  istatistik programindan yararlanilmistir. Goklu
karsilastirmalar igin tek yo6nli varyans analizi ve ikili
kargilastirmalar ig¢in Student t testi kullanilmigtir. Ayrica
tim dederler arasinda korelasyonlar ¢iflegtirilmis dizenli

korelasyon testi ile arastairilmistar.



BULGULAR

Bu c¢alismada MTO'nun hepatotoksik etkisini arastirmak
amaciyla plazma, eritrosit ve karaciger dokularinda g¢esitli
biyokimyasal parametreler aragtirilmig ve dokular histolojik
olarak 191k mikroskobunda incelenerek dederlendirme

yapilmistar.

Calismanin birinci asamasinda elde edilen veriler Tablo-2!
de sunulmustur. Bu asamada eritrositer enzimlerde 4. giin
degigiklikler g®bzlenirken karaciger enzimlerinde belirgin
dedisiklikler ,histopatolojik inceleme ile wuygun olarak
5.glin saptanmistir. 4. giin ylriitilen ¢alismadaki bulgular 5.
glindeki sonuglarin bir devami gibi gdzlenmigtir. Amacimiz
akut donemde toksisiteyi tanimlamak oldudu ig¢in g¢alismanin
ikincli asamasinda sadece 4. ve 5.glin gruplar c¢alismaya
alinmistar.

Plazmada karacider hasarini arastirmak i¢in AST, ALT ve OTK
analizleri vyapilmis, AST dizeyleri Tablo-3,ALT dilzeyleri
Tablo-4 ve OTK diizeyleri Tablo-5 de sunulmugtur. Bu g
enzimin birlikte degerlendirilmesi ise Grafik-1 de

gdsterilmistir.Yapilan varyans: analizi ve student-t
testlerinde AST ve ALT diizeylerinde kontrol ile MTO gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanamamistir (AST;f=0.105,ALT;f=0.65). OTK de§erleri ise
4.gin belirgin olarak azalirken (p<0.05),5. gin kontrole
gbre anlamli olarak artmistir (p<0.05) (£=9.5,p<0.01}.

Bu g¢aligsmada toksik radikallerle olugsan karacier hasarinin
daha hassas bir gdstergesi oldugu diistinilen eritrositer SOD,
katalaz dizeyleri ve hemoglobin tayinleri vyapailmistir.
Varyans analizinde eritrositer SOD diizeyleri i¢in
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£f=11,84,p<0.01 , katalaz i¢in £=5.3,p<0.01 ve hemoglobin
dederleri ig¢in £=0.5,p>0.05 olarak hesaplanmistir. Yapilan
student-t testi 1ile SOD'un 4. ve 5. giin kontrole gdre
anlamli olarak arttigi (p<0.01l) ve 4. ile 5. gln arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gbstermedigi
saptanmigtir (Tablo-6). Eritrositer katalaz dizeyleri ise 4.
gun-kontrole gbre belirgin olarak azalirken (p<0.01), 5.gln
normal dederlere vyaklasmistir(p>0.05), (Tablo-7). 4. ve 5.
glin def§erleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Hemoglobin dederlerinin de kontrol, 4.gin ve
S5.qgln arasinda anlamli bir degisiklik géstermedigi
saptanmigtir (Tablo-8).Eritrositlerde elde edilen sonuglarin
birlikte degerlendirilmesi Grafik-2 de goriilebilir.

Karacifer dokularinda yapilan marker enzim analizlerinin
istatistiksel dederlendirilmesinde; varyans analizi ile AST
(£=13.37,p<0.01) (Tablo-9}) ve ALT (£=11.11,p<0.05) (Tablo-10)
dizeylerinde anlamli degigiklikler saptanirken OTK
degerlerinde anlamli bir dedisme olmadigi godzlenmigtir
(f=0.99,p>0.05). Student-t testi ile AST ve ALT nin 4.gin
anlamli olarak de§ismedigi, 5. glin her iki enzimin de
belirgin olarak azaldigi saptanmigtir(p<0.0l). Karaciger
homojenatlarinda marker enzim  dederleri Grafik-3 de

verilmigtir.

Karaciger dokusunda ylritilen antioksidan enzim
analizlerinin dederlendirilmesinde, varyans analizi 1ile
katalaz ve total SOD aktivitelerinde belirgin degisgiklikler
oldugu Mn-50D aktivitesinin ise dedismedigi saptanmistair
(sirayla; £=11.0,p<0.01, £=4.5,p<0.05, £=2.33,p>0.05).Tablo~
12 de godriilebilecedi gibi katalaz dizeyleri 4. ve 5. giin
kontrole godre anlamli olarak azalmigtir(p<0.01l).Total SOD
aktiviteleri de (Tablo-13) 4.giin daha az (p<0.05) ve 5. gin
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daha belirgin olarak azalmistir (p<0.01). Istatistiksel
degerlendirmede 4. ile 5. glin arasinda anlamli bir fark
olmadigy saptanmistir.Mn-SOD aktiviteleri Tablo-14 de

verilmistir.

Karacigerin mitokondri ve sitozolik fraksiyonlarinda
yurufﬁlen galismalarda elde edilen veriler sairasiyla Tablo-
15 ve Tablo-16 da sunulmustur. Istatistiksel dederlendirmede
varyans analizi ile her iki fraksiyonda SOD aktivitelerinde
saptanan degisiklikler anlaml: bulunmustur {(£=10.06,p<0.01
ve £=7.2,p<0.01). Student-t testi ile mitokondrial SOD'un 4.
gin daha az (p<0.05) olmak Uzere (giderek azaldigi
gbzlenmigtir (5.gin;p<0.01).Sitozolik SOD ise 4. giin anlamli
olarak degismezken 5. gin belirgin olarak azalmistir
(p<0.01). Karacidger dokusunda yiirtitiilen antioksidan enzim

analizlerinin deferlendirilmesi Grafik-4 de sunulmustur.

Karaciger dokularinda yapilan element tayinlerinin
istatistiksel dederlendirilmesi sonucu; selenyum ve ¢inkonun
varyans analizi ile anlamli: degisiklikler gdsterdikleri
{sirayla: £=7.1,p<0.01 ve £=7.4,p<0.0l) bakir dederlerinde
ise degisiklik olmadigr saptanmistir (£=1.99,p>0.05).
Student-t testi ile selenyumun 4. ve 5. giin kontrole gbre
anlamliy olarak arttifr (p<0.0l) ortaya konmustur (Tablo-17).
Bakir dlizeyleri 4.giin hafif artmis ancak bu artis anlamli
bulunmamistir (p>0.05) {Tablo-18).Cinko dederleri ise 4. giin
belirgin bir gekilde artarken (p<0.01), 5.gin normal
dederlerine yaklasmistir (Tablo-19). Element analizlerinin
birlikte dederlendirilmesi Grafik-5 de verilmigtir.

Karacier dokularinin histopatolojik dederlendirilmesinde
(E.U.T.F. Patoloji anabilim dali,prot no=19742-750,19922-
930) 4. gin normale yakin bir karacider dokusu godzlenirken
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5. glin yer yer sitoplazmik vakualizasyon ile hiicre hasarinin
basladigi saptanmistir. Normal karacider dokusu Resim-1
4.giin karacier dokusunun gorintimi Resim-2 ve 5.gline ait
fotograf Resim-3 de sunulmustur.

Tablo-2, Caligmanin birinci agamasinda elde edilen veriler

Kontrol MTO 4 MTO S MTO 6
ESOD 1 8613 13094 11864 9800
UigHb 2 7487 10810 8120 9240
3 5866 10242 11070 8860
E KAT 1 6972 5070 6562 6840
UgHb 2 7172 4486 7170 6440
3 6129 5590 5824 7120
Kc KAT 1 15.6 16.0 3.8 5.2
Uimg pr 2 193 1.7 10.2 74
3 17.9 11.7 7.4 8.8
Kc SOD 1 6.2 49 4.3 4.0
Umgpr 2 7.2 6.8 4.1 3.8
3 8.0 5.3 2.9 4.2
Mn-SOD 1 0.55 0.62 0.47 0.50
Umgpr 2 0.60 0.50 0.24 0.42
3 0.76 0.63 0.54 0.46
MitSOD 1 44 83 34 4.2
Umgpr 2 5.6 4.2 4.2 46
3 3.6 3.2 25 3.6
SitsoD 1 5.4 9.1 5.1 5.6
Umgpr 2 7.2 59 5.6 4.8
3 8.1 8.2 46 42
Histopatoloji (-} {-) {+) (+)
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Tablo-3, Kontrol ve MTO uyguilamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
plazmasi SGOT(AST) aktiviteleri (U/t)

Kontrol MTO4 MTO 56
n=12 n=6 n=6

132 80 198

136 221 119

113 89 142

70 101 104

165 107 132

163 107 93

145

146

122

88

94

116

Ort:SEM 123.318.2 123.0+21.3 131.3:15.2
p>0.05 p>0.05

Tablo-4, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTQO,IP) takiben si¢an
plazmas: SGPT(ALT) aktiviteleri (U/lt)

Kontrol MTO4 MTO S
n=12 n=6 n=6
67 51 50
68 60 28
56 45 29
37 23 40
26 43 42
38 48 44
40
37
41
50
37
42
Ort +SEM 44.1:+3.3 43.3143 38.2+3.5

p>0.05 p>0.05
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Tablo-5, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sican |
plazmasi OTK aktiviteleri (U/it)

Kontrol MTO 4 MTO 5
n=10 n=6 n=6
0.60 0.21 0.23
0.18 0.19 133
012 0.17 1.00
1.07 0.16 1.30
1.00 0.18 1.50
0.76 0.18 0.65
0.45
0.70
0.65
0.60
Ort +SEM 0.61:+0.10 0.18+0.01 1.00+0.19
p<0.05 p<0.05

Grafik-1,Siganlarin plazmalarinda karaciier marker enziml~-

Kontrol
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+ 0.9
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ALT U/t
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MTO b
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Tablo-6, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTQO,IP) takiben sigan
eritrositlerinde SOD enzim aktiviteleri (U/gr Hb)

Kontrol MTO4 MTO S5
n=15 n=9 n=8

8613 13094 11864

7487 10810 8120

3907 7978 13875

8035 16796 11070

5866 18046 11658

7969 6750 8490

6881 8996 5830

8146 10242 10600

5897 13420

7444

7542

5849

5412

5465

7292

Ort+SEM 67871340 11792+1289 101881903
p<0.01 p<0.01

Tablo-6, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mgfkg MTO,IP) takiben sigan
eritrositlerinde Katalaz enzim aktiviteleri (U/gr Hb)

Kontrol MTO 4 MTO &
n=156 n=9 n=8
6972 5070 6562
7172 4486 7170
5001 5590 5824
5433 4862 8747
7262 6040 5340
6129 4632 4023
6395 5877 5762
8377 4980 7775
6382 5462

5841

7262

7723

8107

6952

5008

Ort tSEM 66671271 5222+182 6400+526

p<0.01 p>0.05
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Tablo-8, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sican
eritrositlerinde hemoglobin diizeyleri (gr/dl)

Kontrol MTO 4 MTO 5
n=15 n=9 n=9
. 23.8 24.0 20.2
27.4 14.8 27.3
31.0 18.8 26.6
16.8 25.6 18.0
17.9 174 18.2
21.7 20.0 224
20.8 15.8 21.7
19.1 17.9 18.0
18.5 21.1 184
13.8
8.0
13.2
14.3
21.8
21.1
Ort+SEM 194114 19.541.2 21.3+1.2
p>0.05 p>0.05

Grafik-2, Siganlarin eritrositlerinden elde edilen degerler
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Tablo-9, Kontrol ve MTO uygulamasim (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
karaciger homojenatlarinda SGOT(AST) aktiviteleri (U/mg prot)

Kontroi MTO 4 MTO S
n=14 n=9 n=9

0.68 0.90 0.33
2.04 1.30 0.57
0.98 2.00 0.50
1.64 1.00 0.57
1.09 213 0.76
1.50 2.00 0.94
1.15 2.70 1.05
1.58 1.54 0.54
0.72 1.98 : 0.78
1.82

1.10

0.98

0.82

1.10

Ort+SEM 1.2310.11 1.73+0.19 0.6710.08
p>0.05 p<0.01

Tablo-10 ,Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben si¢an
karaciger homojenatlarinda SGPT(ALT) aktiviteleri(U/mg prot)

Kontrol MTO 4 MTO S
=14 =9 n=9

0.25 0.95 0.07

1.06 0.77 015

1.10 0.77 0.11

0.47 0.19 0.10

0.39 0.58 0.17

1.00 0.49 0.35

0.25 0.79 0.36

1156 0.60 0.18

1.40 0.69 0.22

0.95

0.35

0.58

1.00

Ort+SEM 0.76+0.11 0.64+0.07 0.1910.03

p>0.05 p<0.01
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Tablo-11, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
karaciger homojenatlarinda OTK aktiviteleri (U/mg prot)

Kontrol MTO4 MTO S
n=10 n=9 =9
0.022 0.046 0.020
0.034 0.021 0.037
0.020 0.110 0.015
0.021 0.012 0.020
0.013 0.012 0.021
0.019 0.010 0.028
0.020 0.015 0.025
0.015 0.027 0.030
0.0186 0.036 0.020
0.022
Ort +SEM 0.02010.00 0.03210.01 0.024+0.00
p>0.05 p>0.05

Grafik-3,Karaciger homojenatlarinda marker enzimler

1.8 + T 0.035
1.6 + 1+ 0.03
1.4 1
+ 0.025
1.2 ¢ [ JASTU/mgPr
14 + 0.02
d ALT U/mg Pr
0.8 + + 0.015
—a—— OTK U/mg Pr
0.6 1 1 0.01
0.4 1
- 0.005
0.2 +
0 L 0

Kontrol MTO 4 MTO b
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Tablo-12, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO IP) takiben sican
karaciger homojenatlarinda katalaz aktiviteleri(U/mg prot)

Kontrol MTO 4 MTO S
n=15 n=9 n=9
15.6 15.0 38
19.3 7.7 10.2
17.9 1.7 11.0
18.9 4.0 9.4
166 141 4.5
10.5 8.1 7.4
23.7 10.0 8.5
11.9 83 8.7
103 115 6.9
1.4
10.0
121
10.2
20.0
14.1
Ort +SEM 14.8+1.1 10.0+1.1 7.810.8
p<0.01 p<0.01

Tablo-13, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sican
karaciger homojenatlarinda total SOD  aktiviteleri (U/mg prot)

Kontrol MTO 4 MTO S5
n=14 =8 n=7
6.2 4.9 4.3
5.3 5.8 6.3
6.5 5.8 21
8.6 6.3 29
7.2 6.1 6.6
6.6 5.6 74
8.0 7.3 4.1
54 4.5
6.6
7.7
64
1.7
5.9
6.3

Ort+SEM 6.6:0.3 6.7:0.3 4.810.7

_p<0.06 p<0.01
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Tablo-14, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
karaci§er homojenatiarinda MnSOD aktiviteleri(U/mg prot)

Kontrol MTO 4 MTO S
n=11 n=9 n=9
0.55 0.62 0.73
0.60 0.63 047
0.40 0.50 0.24
0.76 0.32 0.50
0.56 0.40 0.54
0.67 033 0.10
0.70 0.60 0.55
0.54 0.51 0.54
0.48 0.44 0.37
0.62

0.48

Ort+SEM 0.5810.03 0.48+0.04 0.4510.06
p<0.05 p<0.05

Tablo-15, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sican
karaciger mitokondrial SOD aktiviteleri (U/mg mitokondri protein”)

Kontrol MTO 4 MTO S
n=11 n=9 =9
4.4 53 34
56 4.2 4.2
1.8 3.2 25
3.6 4.7 1.6
5.1 8.1 2.1
34 6.6 3.6
44 4.8 2.6
3.2 4.6 3.0
4.2 5.9 24
5.8
46

Ort+SEM 4.2+0.3 5.3+0.5 2.8:0.3

p<0.06 p<0.01
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Tablo-16, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sican
karaciger sitozolik SOD aktiviteleri (U/mg sitozol proteini)

Kontrol MTO 4 MTO 5
=12 n=8 n=9
5.4 9.1 5.1
4.8 10.7 6.6
5.2 7.1 2.9
5.0 59 3.3
59 7.2 55
4.7 6.3 5.9
7.2 8.2 54
10.6 8.5 5.2
6.0 4.6
6.5
8.8
8.1
Ort:SEM 6.510.6 7.9+0.5 4.9+04
p>0.05 p<0.01

16

14 ]
12 1
10 1

o N A O @

Kontrol 1

Grafik-4,Sicanlarin karacigerlerinde antioksidan enzimler
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Tablo-17, Kontrol ve MTO uygulamasini (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
karaciger homojenatiarinda Selenyum duzeyleri (ug/gr yas doku)

Kontrol MTO 4 MTO S
n=15 n=9 n=9
0.44 0.91 0.58
0.30 0.40 0.66
0.49 0.77 0.83
0.53 0.49 0.30
0.65 0.63 , 1.68
0.71 1.44 0.60
0.62 0.84 0.93
0.61 0.71 0.62
0.56
0.62
0.65
0.68
0.50
0.62
0.71

Ort+SEM 0.58+0.03 0.77+0.11 0.77+0.14
p<0.05 p<0.05

Tablo-18, Kontrol ve MTO uygulamasint (12mg/kg MTO,IP) takiben sigan
karaciger homojenatlarinda Bakir duzeyleri (ug/gr yas doku)

Kontrol MTO 4 MTO S
n=156 n=9 n=9
1.8 24 24
2.0 2.2 2.0
1.6 2.6 2.0
2.0 2.8 1.8
24 2.2 1.6
2.2 2.0 2.0
1.6 24 1.8
2.6 2.2
2.0 2.6
2.2
1.8
1.6
20
2.2

Ort:+SEM 2.0:+0.1 24101 1.910.1

p>0.06 p>0.06
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Tablo-19, Kontrol ve MTO uygulamasint (12mg/kg MTO,IP) takiben si¢an
karaciger homojenatiarinda Cinko dlizeyleri (pglgr yas doku)

Kontrol MTO 4 MTO S5
=15 n=9 n=9
- 12 13 15
114 15 13.2
11.2 12.4 12.8
134 18.8 144
94 12.0 9.4
11.2 134 134
12.0 15.0 11.2
106 15.0 11.8
13.2 13.2 13.4
12.0
11.4
10.8
124
12.8
10.4
Ort+SEM 11.6140.3 14.2+0.7 12.610.6
p<0.01 p>0.05

Grafik-5,Karaciger homojenatlarinda element degetrleri

1 10| [ Cu pg/g yas doku

Se pug/g yas doku

—&—— Zn ug/g yas doku

Kontrol MTO 4 MTO 5
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Resim-1, Kontrol grubuna ait karaciger dokusu(x40)

Jer dokusu (x40)

i

Resim-2, MTO 4 grubuna ait karac



Resim-3, MTO 5 grubuna ait karacier dokusu (x40)



TARTISMA VE SONUG

Son vyillarda meme kanseri, 18semi, lenfoma gibi pekgok
kanser tiriinin tedavisinde vyarari ve etkinligi klinik
gallsﬁalarla kanitlanmis olan MTO'nun etki mekanizmasi ve
buna bagdli olarak karacigerde olusturdudu toksik etkilerle
ilgili galismalar giderek yogunluk kazanmisgtir
(3,4,12,27,28,32,34,48,57,81). MIO ile karacider ve kalbte
olugsan toksik etkilerin nedeninin metabolizmasi sirasinda
olusan radikaller (superoksid anyon ve dider oksijen
metabolitleri) oldugu vyolunda kanitlar mevcut olmasina
kargsin bu konudaki vyayinlarin verileri ¢ok ¢eligkilidir
(2,48,49,57,64,65,69,75). MTO 1ile olugsan toksik karaciger
hasarinin erken tanisi konusundaki yayinlar ise oldukca
yetersizdir. MTO ile olusturulan karaciger Thasarinin
nedeninin ve erken tani olanaklarinin arastirilmasinin
amaglandidas bu ¢alismada, plazmada , eritrositlerde ve
karacier dokularinda karacigder hasarinin gdstergeleri
olarak bilinen enzimatik markerlar yanisira MTO'nun etki
mekanizmasinin bir bolimil ile olugstugu diisiiniilen antioksidan
enzimlerdeki degigiklikler arastirilarak erken tana

deferleri tartisilmistir.

Bilindigdi gibi akut ve toksik karacier hasarinda en
belirgin degigiklikler AST dlizeylerinde olmakta, ALT de daha
az de§isiklik gozlenmektedir (42). Akut hasar gama GT
dizeylerine etkisizdir. Son yillarda karaciger mitokondri
membranina bagl:i bir enzim olan OTK'nin de bazi klinik
durumlarda AST ve ALT den daha dederli oldugu yolunda
¢alismalar vardir (50). Ancak Kratf ve ark. kopeklerde ilag
entoksikasyonunda OTK'nin onemli olmadigini ortaya
koymuslardir (50). Bizim ¢alismamizda plazma AST
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dizeylerinde 5.gilin istatistiksel olarak anlamli olmayan bir
artis (Tablo-3) ve ALT diizeylerinde 1ise 5. giin yine
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma Tablo-4)
saptanmistir. Plazma OTK aktiviteleri ise 4.glin digmlis ancak
5.gin bir artis gdstermigtir (p<0.05) (Tablo-3). MTO ile
ilgili bu konuda yayinlanmig herhangi bir ¢aligma olmamasina
kargin didger hepatotoksik ajanlarla yiiriitiilen calismalarda
AST ve ALT dizeylerinin plazmadaki artislarinin karaciger
hasarinin 1sik mikroskobu diizeyinde gdriilmeye baslamasi ile
birlikte oldugu vurgulanmaktadir (13,26). Elde ettigimiz
verileri, bu bilgilerin 1si§i altinda degerlendirdidimizde,
AST ve OTK diuzeylerinde 5. glin saptanan artigsin karacider
hasarina bagli olabilecedi disiintilebilir. Histopatolojik
veriler de 5. giin 131k mikroskobu diizeyinde go®zlenen
dedigsiklikler bu bulgularla uyumludur. Plazma enzim dlizeyi
degisiklikleri ancak hasar olustuktan sonra hasarla
hiicrelerden ac¢ida ¢ikan enzimlere bagli oldudu diginilirse
siganlara MTO verilmesinden daha uzun bir siire sonra plazma
enzim dedigikliklerini beklemek gerekmektedir.

Bilindigi gibi eritrositler, hemoglobinin otoksidasyonu ile
olugan silreen bir oksijen radikal etkisine maruz kaldiga
igin stirekli bir oksidatif stres altindadir(17,94).Buna
ba§li olarak SOD ve katalaz gibi anticksidan enzimler
eritrositlerde vyilksek oranda bulunmakta ve eritrositler
vilcudun antioksidan sisteminin periferik gdstergeleri olarak
kabul edilmektedir (17) . Yildirim ve arkadaslarinin
siganlarda akut etanol entoksikasyonunda yaptiklari
¢aligmada ortaya koyduklari gibi eritrositler akut
toksisiteye karsi cevapta en erken etkilenen organellerdir
ve eritrosit enzim aktivitelerinde gdzlenen bu dedigiklikler
hasarin erken bir habercisi olabilir(95). Bu ¢alismada
eritrosit hemoglobin dederlerinde bir dedisiklik olmaksizin
SOD diizeylerinin MTO verilmesinden sonraki 4.giin 2 katina
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varan bir artis gdsterdidini, bunun 5.glin biraz azaldi§a
ancak normal degerlere diismedigi gdzlenmistir (Tablo-
6,grafik-2). Katalaz diizeylerinde ise 4. gin belirgin bir
diisme saptanmis, 5.gUn normal degerlere yaklagmistir (Tablo-
7). Bu galismada bulunan ylksek eritrosit SOD aktivitesinin
ilacin . metabolizmasi sirasinda olusan superoksid
anyonlarinin etkisiyle olustudu diistiniilebilir. Eritrositer
katalaz aktivitesindeki MTO 4 grubunda izlenen hafif diisme
bu enzimin MTO'ya vyanit olarak inhibe edilebilecegini
diisiindiirmektedir.Ancak bu konuda dider toksik ajanlarda
oldudu gibi konuya agiklik getirebilecek eritrosit katalaza
ile ilgili bir kaynak galigmaya rastlanmamistir. Buna karsgin
karaciger dokusunda katalaz dederlerinde dlismenin saptandigi
calismalar vardir(34). Karaciderde 1sik mikroskobu diizeyinde
gbrilebilen bir hasar olusmadén eritrositer enzimlerde
saptanan bu degigiklikler antioksidan enzim tayinlerinin
erken ddnem gdstergeler olarak kullanilabilecedi kanisina
desteklemektedir.

Karaciger dokularinda ylrtittlen c¢alismalarda, karacidger
hasarinin gostergeleri olan AST, ALT diizeylerinde 4. giin
anlamli dedisiklikler olmadidi saptanmigtir (Tablo-9 ve
10,grafik-3). O5.giin ise AST ve ALT dizeylerinde gdzlenen
belirgin diismeler karacider hasari nedeniyle enzimlerin
hiicre disina ¢ikmasina baflanmistir. Karacider OTK dizeyleri
ise 4.giin ve 5. giin kontrole g®re anlamli bir fark
gbstermemigtir (Tablo-11).

Antioksidan enzimler olan SOD ve katalazin sican
karaciderindeki normal aktiviteleri konusunda yayinlarda g¢ok
farkli sonug¢lardan s&z edilmektedir (6,31,44,62,74,77). SOD
tipleri igin iki farklia g¢alisma sekli oldudu gdzlenmistir.
Birinci tip uygulamada, SOD'un mitokondriada ve sitozolde
yodun bulunan tiplerini saptamak ig¢in doku fraksiyonu
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uygulanarak ayni ydntemle bu doku bdlimlerinde
calisilmistir. Bu tiir bir <¢alisma yapan Peskin ve
arkadaslari, sitozolde SOD dizeylerini 180%17 U/mg protein
ve mitokondride 34%8 U/mg protein(74), Jill ve arkadaslari
ise erkek Wistar tipi siganlarda ayni analizleri sirasiyla
503%590/mg protein , 50%4.7 U/ng protein olarak
saptamiglardir (44). Dryer ve arkadasgslari yine ayni tiir bir
calismada total SOD aktivitesini 26%2.1 U/mg protein ve
mitokondrial SOD 'u 8.1%0.3U/mg protein olarak bulmuslardir
(31). Yuriitilen bu calismada da sitozolik SOD 6.5%0.8U/mg
protein ve mitokondrial SOD 4.2%0.3 U/mg protein olarak
saptanmistir (Tablo-15 ve 16). Difer bir grup aragtirici ise
SOD un bu iki farkli tipinin siyaniir ile inhibe olup
olmamasina gére ayirtetmek amaciyla total doku
homojenetlarinda ortama siyanir ekleyerek ve eklemeksizin
SOD tayinleri yapmiglardir. Siyanir eklenen ortamda CuZn-SOD
inhibe olacadi ig¢in bu ortamda o6lg¢ilen SOD aktivitesi Mn-SOD
yanl mitokondrial SOD olarak dederlendirilmistir.Mariucci ve
arkadaslari bu tip bir ¢alismada sigan karaciderinde CuZn-
SOD ve Mn-SOD aktivitelerini sirasiyla 380 U/mg protein ve
35-40 U/mg protein (62) , Dryer ve arkadaslari ise Sprague
Dawley siganlarda vyaptiklari ¢aligsmada total ve Mn SOD
dizeylerini 26%¥2.1 ve 7.1F1.2 U/mg protein olarak
saptamiglardir(31l). Bu g¢alismada karacider homojenatlarinda
total SOD ve Mn SOD aktiviteleri ig¢in 6.4 ve 0.58 U/mg
protein degerleri elde edilmistir(Tablo-13 ve 14).Peskin ve
arkadaslari ise mitokondri fraksiyonunda hem total SOD hem
siyantr ile inhibe olan SOD diuzeylerini arastirmislar ve 34
¥8 , 3%1.3 U/mg protein de§erlerini bulmuslardir (74). Ayni
gekilde Dryer ve ark 8.1%¥0.3 ve 7.370.2 U/mg protein
deferlerini elde etmiglerdir(31). Rao ve arkadaslari gibi
bazi arasgtiricilar ise karacider homojenatlarinda sadece
total SOD tayini ile yetinmigsler ve 24.6%0.9 U/mg protein
,Barja de Quiroga ve arkadaglari ise 77%12 U/mg protein
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deferlerini saptamislardir(6). Gorildugi gibi literatiirde
normal karacider dokularinda bile SOD aktiviteleri ig¢in ¢ok
farkli sonug¢lar verimektedir. Ydntemlerin ¢odu ayni olmasina
karsan gdzlenen bu genis dagilim kullanilan sigan
cinslerindeki farkliliklar, doku fraksiyonu veya inhibisyon
sirasinda dodabilecek hatalardan kaynaklanabilir
diislincesindeyiz.Bu nedenle bir ilacin enzim diizeyine
etkisinin arastirildidi bu tiir bir ¢aligmada asil Onemli
olan ¢aligsma gruplarinin deneylerinin ayni kosullarda
yirtitiilmesi ve karsilastirilmasidir. Calismamizda MTO
verilmesini takiben karacier dokularinda katalaz dizeyleri
4. ve 5. gln anlamlia bir dusme gostermigtir(Tablo-12}. Bu
diisme Arnaiz ve arkadaslarinin g¢alismasinda ilag¢ tarafindan
enzimin inhibisyonu ile agiklanmaktadir(4).Bu g¢aligmada
karaciger homojenatlarinda total SOD diizeylerinde de anlamla
bir azalma saptanmistir {Tablo-13). MTO metabolizmasi
sirasinda lipid peroksidasyonu olusum mekanizmasi hakkinda
¢ok ¢eliskili vyayinlar bulunmaktadir(4,49,57,64,69,103).
Mimnaugh ve arkadaslari MTO'nun mikrozomal lipid
peroksidasyonunu inhibe ettidini, karacider mikrozomlari
tarafindan NADPH oksidasyon hizina etkisiz oldugunu one
siirmiiglerdir(64). Kharasch ve arkadasgslari bununla uyumlu
olarak NADPH sitokrom P450 reduktazin bolimlerinde FAD ve
FMN arasindaki elektron akiginin druduruldugunu ve bdylece
reaktif oksijen olusumunun sinirlandidini ortaya
koymuslardir(49). Vile ve arkadaglari da bu bulgulari
destekleyecek gekilde MTO'nun peroksidasyonu inhibe ettigini
bulmugslardir.Yaptiklarz elektrokimyasal ¢alismalarda,
MTO'nun potansiyel olarak rediiklenebilen bir kinon grubuna
sahip oldudunu ancak redoks potansiyelinin -0.45mV oldudunu,
bu potansiyelinde mikrozomal reduktaz tarafindan
reduksiyonunu artirmak igin yetersiz oldugunu ileri
stirmislerdeir (103).
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BAncak son yillarda, Nguyen ve arkadaslarinin elektron spin
rezonans teknigi kullanarak yaptiklari c¢alismada, MTO'nun
anaerobik kosullarda, insan ' ve sigan karaciger
mikrozomlarinda ,NADPH ile inkubasyonu sonucu ilactan bir
serbest radikal elde etmislerdir(69). MTO dan olusan bu
serbest radikal oksijene duyarlidir ve kinona geri déniisiimii
okside eder. NADPH varliginda sit P450 tek elektron
oksidasyonunu katalizleyebilir. Benzer sgekilde Basna ve
arkadaslari da mikrozomda sit P450 konsantrasyonu 0.19-0.24
oldugunda MTO serbest radikali olustudunu saptamislardir(.Bu
aragtiricilar MTO nun redoks aktivitesi ile ilgili
¢alismalarinda su sonuglara varmislardir; 1-MTO reduktazlar
igin fakir bir substrattir. Eder serbest radikal olusmazsa
redoks donglsi gergeklesmemektedir.2-MTO iki sekilde
oksidize edilebilir: Serbest radikal katyon ve MTO nun C
halkasindaki 7 ve 8 karbonlarin siklik vyapisal baglanmasi
ile olusan bir bilesik sgseklinde. Bu serbest radikalin
oksidatif kosullar altinda irreversibl bir tepkimede
olugstugunu gdsterir. 3-Hem enzimatik reduksiyon hem de
enzimatik oksidasyonda redcks ddnglsll eglenmemigtir. 4-
Elektrokimyasal olarak olusan bu MTO serbest radikalin
Uriinleri ve davranigsinin enzimatik oksidasyondaki serbest
radikal katyonlarina benzemesi kosul degildir. Son
vayinlarda ortaya konan bu bulgular bizim SOD ve katalaz
aktivitelerinde saptadigimiz dismeleri destekler. Llesuy ve
arkadasgslari da ¢alismalarinda SOD ve katalaz aktivitelerinde
bir diisme yanisira mitokondrial SOD aktivitesinde dedisiklik
olmadigini ortaya koymuslardir(57). Bizim c¢alismamizda da
Mn-SOD diizeylerinde bir azalma saptanmis ancak istatistiksel
olarak anlamli olmayan bu azalma ayni sekilde siyaniir
inhibisyonu ile SOD tayini yapan Llesuy ve arkadaslarinin
sonu¢lari ile uyumlu bulunmustur. Llesuy ve arkadaslari bunu
nmitokondrinin ilac i¢in bir hedef organ olmadi§i seklinde
agiklamislardir.Onlar ¢alismalarinda MnSOD gibi mitckondride
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hidroperokside bagli kemiluminesansinda artmadigini
gbostermislerdir. Ancak bizim ¢alismamizda mitokondrial SOD
aktivitesinde 5. giin anlamli bir azalma saptanmigtir, bu
azalma mitokondri fraksiyonunda Mn-SOD yanisira dider SOD
enzimlerinin de bir miiktar bulumnmasi ve interferans yapmasi
ile ~aglklanabilir. Bu verilerden vyola ¢lkarak MTO
metabolizmasi sirasinda olusan Hy;O, nin SOD u inaktive
etmesinin ve lipid peroksidasyonunun stimule edilmesinin

karacier hasarinin bir nedeni olabilecedini sdyleyebiliriz.

Caligmamizda oksidan stres ile ilgili oldudu yolunda
¢aligmalar olan iz element dizeyleri de karaciger dokusunda
tayin edilmistir.Kontrol grubunda selenyum diizeyleri
0.58%0.03 ug/gram yas doku olarak belirlemmigtir.Bu veriler
Behne ve arkadaslarinin normal sig¢an karacier dokusunda
saptadagi 0.64¥0.03 mg/kg vyas doku sonucu ile uyum
i¢indedir (8) .Selenyum diizeylerinde 4. ve 5. glin istatistik-
sel olarak anlamli bir artis saptanmistir Tablo-17)
(p<0.05). Bilindigi gibi selenyum Onemli bir antioksidan
enzim olan GSH Px'in yapisinda aktif bdlgede selenosistein
olarak yer almaktadir (8,9). Lawrence ve arkadasglari Se
yetmezlidli olan siganlarda vyaptiklari bir ¢aligmada Se-
bagimla GSH Px aktivitesinin diistiglind ortaya
koymuglardir (53,54). Llesuy ve arkadaglari ise MTO uygqulanan
farelerde vaptiklari bir ¢alismada MTO'nun  GSH Px
aktivitesini inhibe ettidini godzlemigler, ancak bu farelerin
karacider dokularinda Se tayini yapmamiglardair(57). GSH Px
inhibe olmasina radmen Se dlzeylerinde saptanan bu g¢eligkili
gibi gérinen artma aslinda dokunun bu inhibisyona bir cevabi
olabilir ve GSH Px diizeylerini artirabilmek ig¢in bir savunma
mekanizmasi olabilir kanaisindayiz.Bu g¢alismada karaciger
dokusunda 4. gilin bakir diizeyleri (Tablo-18) istatistiksel
anlamli olmayan ve ¢inko diizeyleri (Tablo-19) anlamli bir
artma gdstermis ve 5.glin normal dederlere diismiistiir. 4. giin
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¢inko diizeylerinde saptanan bu artis bu elementin SOD
yapisinda bulunmasi ve dokunun SOD'un inhibisyonuna cevabi
seklinde ag¢iklanabileced§i gibi ¢inkonun NADPH oksidaz
sistemindeki rolt ile de agiklanapilir.Chvapil ve
arkadaglari vyaptiklari ¢alismada karacifer mikrozomlarinda
¢inkonun malondialdehid olusumunu inhibe ettigini ve bu
inhibisyonun NADPH oksidasyonunun yavaslamasi 1ile paralel
oldugunu ortaya koymuglardir(20,22).Normalde NADPH ile
inkilbe edilen mikrozomlarda hizla lipid peroksidasyonu
olusurken ortama c¢inko eklendiginde malondialdehid olusumu
va lipid peroksidasyonu onemli olglide azalmigtir. GCinkonun
bu mekanizmada rol oynayan demir ile interferans vyaparak
percksidasyondan koruyucu bir rol oynadidi sanilmaktadir. Bu
calismada saptanan ¢inko diizeylerindeki artis
peroksidasyondan korunma mekanizmasinin bir bolimi olarak

agiklanabilir.

Sonu¢ olarak, MTO'nun karacigerdeki  toksik etkilerini
arastirdidimiz bu galismada elde ettigimiz veriler, MTO'nun
karaciderde bir radikal reaksiyonuna neden oldudu hipotezini
desteklemektedir. Bu hipotezden yola ¢ikarak toksik
etkilerin erken ddnemde saptanmasinda, karacider marker
enzimleri yanisira ilacin etki mekanizmasinda rol oynayan
serbest radikallere kargi vicudun gelistirdigi antioksidan
savunma sistemine ait enzim tayinlerinin &zellikle periferik
gdstergeler olarak kabul edilen eritrositlerde gergekles-
tirilmesinin vyararli olabilecedi  sonucuna varilmaistir.
Guntmuzde kanser patolojisinde serbest rdikallerin
kanitlanmis ®nemli rollerine ek olarak bu radikallerin
kemoterapdtik ilaglarin metabolizmalara sirasinda da
olusabilmesi, bu olgularin tedavisi sirasindaantioksidan
sistemlerin disaridan desteklenmesinin ne denli dnemli

oldufunu bir kez daha vurgulamaktadir.



OZET

Bu c¢alismanin amaci karacier marker enzimleri yanisira
eritrosit ve karaciger dokularinda antioksidan enzimler (SOD
ve katalaz) ile bazi iz element tayinlerini yaparak MTO nun
hepatotoksik etkisinin mekanizmasini ve erken tanida bu

enzimlerin dederini aragtirmaktar.

Calismamizda kullanilan vyaklasik . 0¥20 g agirlidindaki
Swiss albino tiril erkek siganlar 3 gruba ayrildi. Kontrol
grubu (n=15) vyaklasik olarak O0.6ml distile su IP olarak
verilirken MTO grubuna 12mg/kg BW (yaklasik 0.6ml) MTO tek
doz IP enjekte edildi. MTO verildikten sonraki 4. ve 5.
ginlerde 9'ar sigan kalblerinden kan alinarak sldirtildi.
Plazma ve karaciger dokularinda AST ve ALT diizeyleri Hitachi
705 otocanalizdrde OTK dizeyleri ise sitrulin o8lg¢imil esasina
dayali spektrofotometrik ydntem ile tayin edildi. Eritrosit
ve karaciger dokusu katalaz aktiviteleri Aebi metodu iile
ve SOD aktiviteleri ise Misra&Fridovich'e gére 6lg¢tldi. Mn-
SOD aktivitesi siyaniir ile CuZn-SOD'un inaktivasyonu esasina
dayali method ile &l¢iildi.

Plazma AST ve ALT diizeylerinde herhangi bir degisiklik
saptanamazken OTK dizeylerinin MTO5 de anlamli olarak
arttigdr bulundu. Karacier dokusunda 5.giin belirlenen AST ve
ALT diizeylerindeki azalma histopatolojik bulgularla
uyumludur. 4.gin eritrositer katalaz dizeyleri azalirken SOD
de iki katina varan bir artma saptandi. Ayrica karaciger
dokusu SOD ve katalaz diizeylerinin de MTO 5 grubunda
belirgin olarak azaldigi gdézlendi. Karaciger dokusunda bakir
dizeyleri degismezken ¢inko ve selenyumun 4.glin belirgin
olarak arttigi bulundu.
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Bu <c¢alismada elde edilen Dbulgular MTO metabolizmasi
sirasinda lipid peroksidasyonu artisa oldudunu ve
karaciferdeki antioksidan enzimlerin MTO ile inhibe oldugunu
desteklemektedir. Bu c¢alismadaki bir dider ¢nemli sonug;
eritrositer antioksidan enzim dlzeylerinin karacidgerde hiicre
hasari gdriilmeden dnce olusmasidir. Sonug olarak,
eritrositer antioksidan enzim diizeylerini tayin etmenin
karacider toksisitesinin erken tanisinda yararli

olabilecedini s&yleyebiliriz.



SUMMARY

The aim of this study was to investigate the mechanism of
MTO induced hepatotoxicity and the value of some antioxidant
enzymes for early diagnosis of the hepatotoxicity, by
deterﬁining the antioxidant enzyme levels in erythrocYtes

and liver tissue with liver marker enzymes.

In this study, male Swiss-Albino rats weighing 150+20 g were
used and the rats were divided into three groups. While the
control group (n=15) were Injected only water (approx.
0.6ml), MTO group were injected MTO in a dose of 12mg/kg BW
(approx. 0.6ml). Following MTO injection r 9 rats were
killed by punctured from left ventricule on 4th day (MTO 4)
and others were killed on 5th day (MTO 5).

AST and ALT levels of plasma and liver tissue were measured
by Hitachi 705 autcanalyzer and OCT levels were determined
spectrophotometrically based on the method of citrullin
produce.Erythrocytes and liver tissue catalase activity were
measured according to Aebi, SOD activity was determined
according to Misra&Fridovich. Mn-SOD levels were measured by
the inhibition of CuZn-SOD using ciyanid in a concentration
of 5SmM. Cu and Zn levels were analysed by Atomic Absorbtion
Spectrophotometry and Se levels were measured by
fluorometric determination.

We could not found any significant change in plasma AST and
ALT levels while there was an increase in OCT levels. On the
5 th day of MTO injection, the decrease of AST and ALT
activities in 1liver tissue were in concordance with
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histopathological findings.While there was a decrease in the
erythrocyte catalase activity on the 4th day of MTO
treatment. We observed an increase in the activity SOD, two
times higher than the value of control group.

There was also a significantly decrease in both of total
SOD and catalase levels of liver tissue on the 5th day
follo%ing MTC treatment. Although liver tissue copper
levels were remained unchanged, zinc and selenyum were

increased in the 4th day.

Our findings support that lipid peroxidation have increased
during of MTO metabolism and antioxidant enzymes in liver
tissue were inhibited by MTO. Our data showed that;
alteration in the activity of erythrocyte antioxidant nzyme
levels preceed the onset of hepatic injury. In conclusion,
we can say that determining antioxidant enzyme activities
in erythrocytes can be useful for early diagnosis of

hepatotoxicity.
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