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1.GIRIS
Son yirmibes yil igindeki ¢aligmalarda belirtildigi gibi ilaglarin
etkileri ve farmakokinetikleri giin ve hatta yil igindeki uygulama

zamanlarnin  bir fonksiyonu olarak degismektedir .

Bu gelismeler
kronofarmakoloji kavraminin giindeme gelmesine neden olmustur. Bu yeni

alandaki ¢aligmalar agagidaki belli noktalarda yogunlagmaktadar:
1. Uygulama zamaninin ilag etkisinde yaptig: degismeler,

2. Ilaglann etkinlikleri ve toksisitelerindeki bu gegici degismelerin

mekanizmalari,
3. Biyolojik ritimlerin tedavi alanindaki uygulamalari.

[laglarin kinetiklerinin ve bir hedef orgamn sabit bir ilaca olan
hassasiyetinin zamana bagl degismelerinin incelenmesi ilaglann etkilerinin
zamanin bir fonksiyonu oldugunun ortaya konulmasim saglamaktadir.
Kronofarmakolojik  ¢aligmalar, ilaglarin  absorbsiyonu, dagilimi,
metabolizmas1 ve atiliminda rol oynayan bazi fizyolojik fonksiyonlar ve
degiskenlerin giin iginde farklilaghgim gostermektedir. Ancak en iist ve en
alt degisgim limitleri 24 saatlik zaman iginde rastgele olarak
izlenmemektedir. Aksine, son derece iyi ayarlanmis ve diizenleyici

mekanizmalar (biyolojik zamanlayicilar ve osilatorler) tarafindan kontrol



edilen bir zamanlama s6z konusudur. Bu diizenleme i¢inde rol alan
elemanlarin birbirine bagntili oldugu ve bir diizen iginde fonksiyon
gordiikleri dﬁsﬁnﬁlmektedir(z’”j Boylece bir ilacin kinetigi bir uygulama
zamanindan bir digerine farklihik gostermekte ve ilaglarin etkileri veya
kinetiklerindeki sirkadien degismeler sadece midede besin olusu, hastaliklar

veya ilag etkilesmeleri gibi dis faktorlerle agiklanamamaktadir.

Ilag metabolizmasinin birgok reaksiyonlari esas olarak diiz
endoplazmik retikulumda bulunan ¢ok unsurlu bir elektron transport sistemi
tarafindan yiiriitiilir. Bu sistem “Mikrozomal Monooksijenaz” veya
“Karigik Fonksiyonlu Oksidaz Sistemi” olarak bilinmektedir. Karaciger
hiicresi mikrozom fraksiyonu ksenobiyotikleri metabolize eden Faz I ve
Faz II olarak gruplandirdifimiz enzim aktivitelerini icermektedir @)
Sitokrom P-450 karigik fonksiyonlu oksidaz enzimleri Fazi I enzimleri

grubunda yer almaktadz ©),

Sitokrom P-450 monooksijenaz sistemiyle katalizlenen oksidatif
reaksiyonlar, toksik kimyasal ajanlar ve ilaglarin zehirlestirilmesi i¢in major
bir yoldur. Viicuttan temizlenmeleri direkt olarak bu oksidatif
reaksiyonlarin hepatik igleyisine bagli olan antiprin, fentoin, teofilin,
tolbutamid ve warfarin gibi 6nemli ilaglar; bu enzimlerin kronobiyolojik
varyasyonlariyla uyumlu olarak metabolize: olurlar™®. Dahas1 karacigerdeki

bu transformasyonlar ayni zamanda bu ilaglar or_al olarak alindiginda ilk



etap eliminasyonundan da sorumludurlar. Yani propanolol, kalsiyum
antagonistleri ve bir¢ok analjezik ve antihistaminik ajanlar gibi ilaglarin
oral bio-yararliliklari, bu karacifer proseslerinin zamana bagh

varyasyonlar1 tarafindan etkilenebilmektedir ®-1%1V,

Yapilan  literatlir = taramalarinda ilaglarin  farmakokinetik
ozelliklerinde uygulama zamanmna bagh degisiklikler oldugu tespit
edilmistir. Bu degisikliklerin bir kisminin nedeni ilag metabolizmasinda rol

oynayan enzimlerin aktivitesindeki giini¢i ritimlerdir.

Bu bilgilerin 15181 altinda ¢aliymamizda 24 saat siireyle dérder
saatlik periyotlarda deney hayvani gruplari olugturarak sitokrom P-450
karigik fonksiyonlu oksidaz Faz I enzimlerinden Etilmorfin N-demetilaz,
7-Etoksikumarin O-deetilaz ve 7-Etoksiresorfin O-deetilazin aktivitelerinin
glini¢i ritmik degisimlerinin  uzun tesir siireli barbiitiratlardan olan

fenobarbitalle indiiklenmesinin incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Bilindigi {izere karaciger memelilerde en 6nemli organlardandir ve
bircok kompleks metabolik fonksiyonlar1 gormektedir. Bunlar arasinda
karbohidrat, lipit, mineral ve proteinlerin depolanmas: ve metabolizmasi,
hormon ve vitaminlerin metabolizmasi, safra olusumu, kan koagiilasyon
faktorlerinin ve plazma proteinlerinin sentezi sayilabilir ©49 Karacigerin
fonksiyonlarindan en 6nemlilerinden birisi de ilag ve toksik ajanlarin
irreversibl transformasyonlar1 ve bunlarin safra ve idrarla atilmasinin
saglanmasidir. Bazi durumlarda karaciger bu eksojen komponentleri
farmakolojik olarak aktif tirlinlere ya da kimyasal ara {irlinlere metabolize
eder. Bu ara iiriinler de biyolojik makromolekiillerle reaksiyona girerek

hiicre nekrozuna ve mutasyon yoluyla kansere neden olabilirler 5.6,

Yaklagik son 25 yildir laboratuvarlarda insan ve hayvanlarda
yapilan deneylerde, Ilag ve kimyasallarin toksisitesinin farmakokinetiginin
bilyiik oranda sirkadien ve diger temporal farkliliklardan ileri geldigi rapor

edilmistir'?.

2.1. Sitokrom P-450’nin Molekiiler Biyolojisi

1962 yilinda Omura ve Sato adl aragtincilar karbonmonoksit

bagimli hemoprotein olan sitokrom P-450’yi bulmugtur a3,



Sitokrom P-450 spektrofotometrik -ydntemlerle saptanmaktadir.
Indirgenmis hemoprotein karbonmonoksitle birlesir ve 450 nm’de

maksimum degere ulasan karakteristik bir spektrum verir %,

Sitokrom P-450 hemoglobin gibi bir hemoproteindir. Karacigerin
endoplazmik retikulum membranlarinda en yiiksek miktarlarda yer alir, bu
membranlarda varolan total proteinin yaklasik % 20’sini olusturur. Aym
zamanda diger dokularda da mevcuttur. Adrenalde, endoplazmik

retikulumun yanisira mitokondrilerde de bulunur.

Sitokrom  P-450’nin  reaksiyon metabolizmasinda katilan
NADPH’1n (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat) biiyiik roli

vardir.

Okside sitokrom P-450’den indirgenmis P-450’yi a¢iga ¢ikarmak
icin NADPH’tan yararlanan enzim sitokrom P-450 rediiktazdir. Bu enzim
sitokrom P-450 sisteminin 6énemli bir komponentidir. Lipitler de sitokrom
P-450 sisteminin komponentleridir. Tercih edilen lipit, endoplazmik

retikulum membranlarinin temel lipiti olan fosfatidilkolindir.

Sitokrom  P-450’nin ¢ogu tiirleri indiiklenebilir o6zelliktedir.
Ornegin, fenobarbital veya diger ilaglarin uygulanmas: diiz endoplazmik
retikulumda bir hipertrofiye ve 4-5 giin igerisinde sitokrom P-450’nin

miktarinda 3-4 misli bir artisa neden olur. Indiiksiyon mekanizmas1 genis



olarak incelenmistir ve sitokrom P-450’ye ait mRNA’nin ( messenger

riboniikleik asit) transkripsiyonunda bir artis1 kapsamaktadir.

Sitokrom P-450’nin tiirlerinden biri olan sitokrom  P-448’in
karakteristik emilim maksimumu 450 nm degil 448 nm’dir. Bu fiir,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar i¢in nispeten spesifiktir, bundan &tiirii de
aromatik hidrokarbon hidroksilaz diye adlandinilir. Bu enzim polisiklik

aromatik hidrokarbonlardan olugan karsinogeneziste gok nemlidir *¥.

Bir hemoprotein olan sitokrom P-450 mikrozomal, mitokondriyal
ve sitozolik NADPH bagmmli elektron transport yolunda terminal

monooksijenaz olarak rol oynar !,

Her memeli genomunda en az elli P-450 geni degisik
kromozomlarda lokalize olmugtur. Steroitler, yag asitleri, vitamin D;,
ilaglar, ¢evre kirleticileri, toksidanlar ve kimyasal karsinojenler olarak
bilinen ksenobiyotikler sitokrom P-450 sistemi tarafindan metabolize

edilirler ©.

Bir kisim P-450 enzim sistemi ise detoksifikasyonda rol oynar ve
lipofilik ksenobiyotikleri suda g¢oziilebilen formlara doniigtiiriir. Bu
reaksiyonlardaki iiriinlerin bazilan kimyasal olarak anstabildir ve

karsinogeneze neden olabilirler !,



Giintimiizde ikiylizyirmiden fazla farkli sitokrom P-450
formlarimin primer yapisi bilinmektedir ‘. Bunlardan sadece bir formunun
lic boyutlu yapisi1 bilinmektedir. Bu form sitokrom P-450., olarak
tanimlanmustir '®. Bu form Pseudomonas putida’dan izole edilmistir. Diger
bakteriyel sitokrom P-450 ise kristalize e;iilmistir. Bu form da sitokrom
P-450y,, diye isimlendirilmiftir (9 Diger izole edilen tigiincii bakteriyel
sitokrom P-450 ise fizyon protein sitokrom P-450pys3’lin hemoprotein

unsurudur @2,

Biitin 6karyotlarda P-450 mikrozomal veya mitokondriyal
membranlara bagli olarak bulunmaktadir. Diger yandan biitlin bakteriyel
P-450’ler ise sitozolik solubl proteinlerdir. Mikrozomal P-450 membrana
bagli flavoproteinlerden elektron alir. Mitokondriyal P-450 ise bakteriyel
P-450 gibi solubldir ve demir-siilfiir proteinlerinden elektron alir. Solubl
olmasi nedeniyle bakteriyel P-450 proteinlerini saflastirmak okaryotik

proteinlerden daha kolaydir 18

Sitokrom P-450 aromatik bolgelerin bulunup bulunmadigina bagl

olarak baslica E ve B grubu olmak iizere iki gruba ayrilir. E grubu aromatik

bolge igerirken B grubu aromatik boélge igermez a3,



2.2.Hepatik fla¢ Reaksiyonlar:

Karaciger ila¢g metabolizmasinda majér organdir. Karaciger
hiicrelerinde bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimlerin lokalizasyonu ve
genel yolaklar Tablo 1°de dzetlenmistir. Enzimatik reaksiyonlar kimyasal
olarak; oksidatif, rediiktif, hidrolitik ve konjugatif olarak siniflandirilirlar.
Tim bu karaciger enzimlerinin genel bir 6zelligi bunlarin substrata karsi

spesifik olmalaridir.

Tablo 1: Hepatik ilag metabolizmasinin genel yollar ©

REAKSIYONLAR ENZIMLERIN HUCRESEL YERLERI
OKSIDASYONLAR

Alifatik hidroksilasyon Mikrozomlar

Aromatik hidroksilasyon Mikrozomlar

N-, O- ve S-dealkilasyon Mikrozomlar

N- ve S- oksidasyon Mikrozomlar

Deaminasyon Mikrozomlar, Mitokondri
Epoksidasyon Mikrozomlar
REDUKSIYONLAR

Keton rediiksiyonu Mikrozomlar, Sitozol

Nitro rediiksiyon Mikrozomlar
HIDROLIZLER

Deesterifikasyon Mikrozomlar, Sitozol, Lizozom
Deamidasyon Mikrozomlar, Sitozol
KONJUGASYONLAR

Asetilasyon Sitozol

Glukuronidasyon Mikrozomlar

Glutatyon Konjugasyonu Sitozol

Glisin Konjugasyonu Mitokondri

Siilfat Konjugasyonu Sitozol




2.3. Sitokrom P-450 Monooksijenaz Sistemi

Tablo 1’de goériilen ilag metabolizmasinin bu reaksiyonlan esas
olarak diiz endoplazmik retikulumda bulunan ¢ok unsurlu bir elektron
transport sistemi tarafindan yiriitiilir. Bu sistem “Mikrozomal
Monooksijenaz” veya “Karigitk Fonksiyonlu Oksidaz Sistemi” olarak
bilinmektedir. Karaciger hiicresi mikrozom fraksiyonu ksenobiyotikleri
metabolize eden Faz I ve Faz II olarak gruplandirdigimiz enzim
aktivitelerini igermektedir '%. Sitokrom P-450 karigik fonksiyonlu oksidaz
enzimleri grubunda yer almaktadir. Bu enzim sistemi saflastirilmis ve iki
ana unsurdan olustugu bulunmustur. Bunlar, sitokrom c-rediiktaz ve bunlara
ilaveten ayni zamanda bir fosfolipit (major olarak fosfatidilkolin) igerir.
Bunlar ksenobiyotiklerin ve ilaglarin mikrozomal oksidasyonlarinin

katalizlenmesi i¢in temel unsurlardir.

Monooksijenaz sisteminin reaksiyon basamaklar1 Sekil 1’de
goriildiigli gibi yiiriimektedir. ilk 6nce yagda ¢oziinen substrat, sitokrom
P-450’nin okside formuna baglanir ve bu kompleks bir elektron tagtyicisi
olarak goérev yapan sitokrom P-450 rediiktaz ve NADP’nin rediikte
formundan kaynaklanan bir elektronu alarak rediikte olur. Sonra atmosferik
oksijen rediiklenmis komplekse baglanir ve bdylece kompleks ikinci bir
reaksiyona ugrar. Bundan sonra bir mol 'su ve okside substrat spontan

olarak enzimatik kompleksten salinir. Bu islemden sonra sitokrom P-
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450°nin okside formu ve kofaktorii rejenere olarak yeni bir reaksiyon igin
hazir olur. Bu islemde fosfolipitler, farkli unsurlarin baglanmasim ve P-450

kompleksine rediiktazdan elektron transferini kolaylastirirlar.

NADPH+H"
+

Sitokrom P-450 rediiktaz

Substrat
0O,
Sitokrom L I_;{, 0o
P-450 N 1y Okside

Substrat
+NADP*

Sekil 1: Sitokrom P-450’nin katalizledigi reaksiyonlarin sematik

gosterimi ©.

Ozetle Sitokrom P-450 monooksijenaz sistemiyle Kkatalizlenen
oksidatif = reaksiyonlar, toksik kimyasal ajanlar ve ilaglarin
zehirlestirilmesi igin major bir yoldur. Viicuttan temizlenmeleri direkt
olarak bu oksidatif reaksiyonlarin hepatik isleyisine bagli olan antiprin,
fentoin, teofilin, tolbutamid ve warfarin gibi nemli ilaglar, bu enzimlerin
kronobiyolojik varyasyonlariyla uyumlu olarak metabolize olurlar. Dahasi,
karacigerdeki bu transformasyonlar ayni z?manda bu ilaglar orql olarak

alindiginda ilk etap eliminasyonundan da sorumludurlar. Yani propanolol,
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kalsiyum antagonistleri ve birgok analjezik ve antihistaminik ajanlar gibi

birgok ilaglarin oral biyo-yararliliklari, bu karaciger proseslerinin zamana

bagli varyasyonlar tarafindan etkilenebilmektedir %%,
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu galisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dal1 arastirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1. KULLANILAN GERECLER

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu ¢alisma igin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali hayvan laboratuvarlarindan temin edilen 200-250 gram

agirligindaki erkek siganlar kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Araglar
Homojenizatér (Virtis)
Yiiksek devirli sogutmal1 santrifilj (Damon IEC B-20 A)
Diisiik devirli sogutmali santrifilj (Hermle)
Dual-beam Spektrofotometre (Milton Roy Spectronic 3000)
Spektrofluorometre (Jasco FP-550)
Calkamali su banyosu (Heto Maxi Shake)

Vorteks kanstiric1 (Heidolh Reax 2000)
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Sonikatdr (Virtix-Virsonic 50)

Hassas dijital terazi (libror AEG-220)

Ph metre (Nel Ph 896)

Ultrasonik su banyosu (Transultrasonic 660-H)

Sivi azot tanklar

Biyokimyasal analizler i¢in gerekli olan diger malzemeler

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

NADP (Sigma), DL-isositrik asit (Sigma), isositrik dehidrogenaz
(Sigma),  7-Etoksikumarin  (Sigma), 7-OH-Kumarin  (Sigma),
7-Etoksiresorfin (Sigma), 7-OH-resorfin (Sigma), Semikarbazit (Sigma),
Etilmorfin hidroklorit (Sigma), Formaldehit (Merck), Tris (Sigma),
Amonyum asetat (Sigma), Glasial asetik asit (Merck), Redistile asetilaseton
(Merck), Cinko siilfat (Sigma), HC! (Merck), Baryum hidroksit (Sigma),
Sodyum Kloriir (Merck), Sodyum hidroksit (Merck), Magnezyum siilfat
(Merck), Sodyum karbonat (Sigma), Bakr siilfat (Merck), Glisin (Sigma),

Potasyum tartarat (Sigma), Folin ve Ciocalteu’nun fenol reaktifi (Sigma).
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3.2. UYGULANAN YONTEMLER
3.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Bu g¢aligma igin 200-250 gram agirhgindaki erkek siganlar

kullamilda.

Siganlar dogumlarindan itibaren 12 saat karanlik - 12 saat aydinlik
(giklar 08%-20% arasi agik) olacak sekilde igiklandmlan (iik siddeti
yaklagik 10 liix), sicakhg 22-24° C de tutulan, siirekli havalandirilan bir
laboratuvarda tutuldu. Genetik homojenligi saglamak amaciyla disanidan
getirilen hi¢ bir sigan iiretime katilmadi ve en az 20 jenerasyon kendi
i¢lerinde ciftlestirildi. Ritmisiteyi etkilememek amaciyla yemek ve sularmin

degistirilmesi sabah 09%-11% saatleri arasinda yapildi.

Siganlara 75 mg/kg/giin giinde tek kez olacak sekilde dort giin st
iiste fenobarbital verilerek enzim indiiksiyonu yapild: . Enjeksiyonlar saat
13%-14% arasinda yapild: ve dérdiincii enjeksiyonu takip eden giin sabah
09% dan itibaren eter anastezisi altnda karacigerleri izole edildi. Kan
firiinlerinden ayirmak igin souk serum fizyolojik (izotonik NaCl) iginde
yikandi, spanan arasinda fazla sular1 alindi, aliiminyum folyolara sanlarak
siv1 azot igersine atildi (tiim bu iglem anestezi—> siv1 azot siiresi hayvan

bagina 2 dakikadan daha az siirdi).
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Kontrol hayvanlarinin hafta igerisinde baska bir 24 saatlik periyotta
karacigerleri izole edildi. Kontrol ve fenobarbital alan hayvanlar 09%°, 13%,
17, 21%, 01%° ve 05% saatlerinde kesildi. Her grupta kontrol igin 6-8,

fenobarbital ile indiiklenen grupta 8-11 hayvan bulunmaktadir.

Gruplara rastgele numaralar verilerek Etilmorfin N-demetilaz,
7- Etoksikumarin O-deetilaz ve 7-Etoksiresorfin O- deetilaz enzim

aktiviteleri galisilirken randomizasyon saglanmgtir (tek kiir uygulama).

3.2.2. Homojenatlarin Hazirlanmasi ¢

Siv1 nitrojenden ¢ikanlan karacierler homojenizasyon iglemine
tabi tutuldu. Bunun igin agirh@ kaydedilen her bir karaciger, agirliginin %
25’1 kadar homojenizasyon sivist ile homojenize edildi. Her bir karaciger

i¢in homojenizatérle 40 devirde bes vurus uyguland.

Homojenize edilen karaciger 0.1 g taze doku/ml olacak sekilde
diliie edilerek 10000 g’de 2-4 °C’de 20 dakika santrifiij edildi. Post-
mitokondriyal siipernatan alindiktan sonra voliimii kaydedilerek bundan

sonra yapilacak enzim aktivitelerinin 6lgiimleri i¢in kullamlda.

Bu ¢aligmada sitokrom P-450 kangik fonksiyonlu oksidaz Faz I

enzimlerinden Etilmorfin N-demetilaz, 7- Etoksikumarin O-deetilaz ve



aktivitelerinin

gosterilmigtir.

saptanmasi

icin reaksiyon

16

ortamlar1

Tablo 2’de

Tablo 2: Olglimii yapilan kanisik fonksiyonlu oksidaz enzimlerinin

inkiibasyon ortamlari

Etilmorfin |7-Etoksikumarin |7-Etoksiresorfin
N- demetilaz | O- deetilaz O- deetilaz
TUR Sican Sican Sigan
SUBSTRAT (mM) 5.0 5.0 0.0005
K |NADP*(mM) 0.5 0.75 0.5
0
F | DL- isositrik asit (mM) 3.75 7.5 7.5
A
K
T |Isositrik dehidrogenaz 1 1 1
O | (Unite)
R
L | Mg SO4 (mM) 5 5 5
E
R
Tampon pH (50 mM Tris- 8.2 7.8 8.4
HCI)
Doku Voliimii 0.1 0.05 0.05

Toplam inkiibasyon hacmi 2 ml’dir.

Numuneler 37 °C’de 10 dakika siireyle ¢alkalamali su banyosunda

inkiibe edilerek ileri islemlere tabi tutuldu.

Etilmorfinin N-

demetilasyonu

sonucunda

acifa  ¢ikan

formaldehitin semikarbazit tarafindan tutulmas: sonucu olusan Hantysch

reaksiyonu kolorimetrik olarak saptandi

(10)
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7-Etoksikumarinin  O-deetilasyonu  sonucunda olusan 7-

hidroksikumarin fluorometrik olarak saptand: !%.

7-Etoksiresorfinin O-deetilasyonu sonucunda olusan resorfin

fluorometrik olarak saptandi 1.

Postmitokondriyal stipernatanin protein miktar1 bovine serum
albumini (BSA) nin standart olarak kullanildii Lowry metoduna gore

galisilds 9.

3.2.3. Yontemlerin Uygulanmas
3.2.3.1. 7-Etoksiresorfin O-deetilaz Aktivitesinin Saptanmasi ¥

7- Etoksiresorfinin O-deetilasyonu resorfinin olusumu ile

sonuglandi ve olusan resorfin fluorometrik olarak saptandi.
a. Reaktifler
5 mM 7-Etoksiresorfin

Stok substrat -20°C’de saklandi. Bir parga 7- Etoksiresorfin, 50
mM Tris-HCI] tamponunda (pH 8.4) 5 ml eklenerek ¢o6ziildii. Bu islem
ultrasonik su banyosunda 10-15 dakika yapildi. Bunun absorbansi 400-800
nm’de ¢ift 1g1mal1 spektrofotometrede saptandi ve maksimum absorbansi

-

482 nm’de tespit edildi.
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Substrat konsantrasyonu soyle hesaplandi:

Agrm 9 1000

Substrat konsantrasyonu (nmol/ml) = —_
1 22.5

Bu konsantrasyona gore 50 mM Tris-HCI ile son konsantrasyon

5 nmol/ml’ye ayarlandi.
Resorfin Standardy

Kat1 resorfin standarti oda isisinda ve stok solusyon etanolde
+4°C’de saklandi. 50 mM Tris-HCl ile etanoldeki solusyon 5 ml’ye
tamamlandi, absorbansi 572 nm’de saptandi ve substrat konsantrasyonu

sOyle hesaplandi.

Asram 1000

Substrat konsantrasyonu (nmol/ml) = " 20

50 mM Tris-HCI ile (pH 8.4) son konsantrasyonu Snmol/ml’ye

ayarlandi. Solusyon 1518a duyarli oldugundan taze hazirlandi.

0.5 M Glisin-NaOH Tamponu pH 8.5

37.54 g glisin 600 ml distile su iginde ¢oziildi ve NaOH ile

pH8.5”a ayarlandi. Daha sonra distile su ile 1 1t’ye tamamlandi.

50 mM TrisHCl tamponu pH 8.4
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% § (w/v) ZnSO,
50 g ZnSO,. 7H,0 11t distile suda ¢oziildii.
Satiire Baryum Hidroksit

(Coziinmiis karbondioksiti ¢ikarmak igin distile su kaynatildi ve asiri
miktarda kat1 baryum hidroksit eklendi. Karigim bir siire hafifce kaynatilds

ve sogumaya birakilds, filtre edildi ve sikica kapatilmig bir kapta saklandi.

Kofaktor Cozeltisi

Tablo 2’de belirtildigi sekilde hazirlanda.

1. Deneyin Yapilisi

10 ml’lik test tiipleri buz iizerindeki spora yerlestirildi. Her
mikrozom fraksiyonu igin iki standart tiip, bir kér tipii ve iki test tiipii
hazirlandi. Tiiplere 1 ml kofaktér ve 0.05 ml doku homojenat1 ilave edildi.
Test ve kor tiiplerinde total voliimiin 1.8 ml olmas igin 0.75 ml pH 8.4 olan
Tris-HCI tamponu konurken standart tiiplerde total voliimiin 1.6 ml olmasi
i¢in 0.55 ml pH 8.4 Tris-HCI tamponu ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve
37°C’de 5 dakika galkalayici su banyosunda 6n inkiibasyona tabi tutuldu.
Sonra sadece test tiiplerine 0.1 ml 7-Etoksiresorfin substrati ilave edildi.

Tiim tiipler vortekslenerek 37 °C’de 10 dakika galkalayici su banyosunda
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inkiibe edildi. Su banyosundan gikarnlan spor buz ¢antasindaki buz kaliplan
tizerine konuldu. Tim tiiplere 1 ml % 5°lik (w/v) ZnSO,; ve 1ml satiire
baryum hidroksit ilave edildi. Koér ve standart tiiplere 0.1 ml
7-Etoksiresorfin subsrati ve standart tiiplere 0.2 ml resorfin standard: ilave
edildi. Tipler tekrar vortekslenerek +4°C’de 2000g’de 15 dakika sogutmali
santrifijde santrifiij edildi ve 1 ml siipernatan alindi. Alinan siipernatana
pH 8.5 olan 0.5 M glisin-NaOH’den 2 ml ilave edildi ve tiipler tekrar

vortekslendi.

535 nm eksitasyon ve 582 nm emisyonda fluorometrede 6lgiim

yapildi.

¢. Hesaplama

7- Etoksiresorfin O-deetilaz aktivitesi (nmol/dak/ml doku) asagidaki

sekilde hesaplandi:
Floresans Standart soliisyonun
(test —kor) g 1 y 1 « konsantrasyonu (nM) x0.2
1 10 Olgiilen doku voliimi (ml) Floresans

(standart ~k&r)

Standart soliisyonun konsantrasyonu 5 nM olarak degerlendirildi.
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Hesaplanan deger numunenin mg protein miktarina boliinerek
enzim aktivitesi nmol/dak/mg protein olarak hesapland: ve tiim aktiviteler

bu birim altinda degerlendirildi.
3.2.3.2. 7-Etoksikumarin O-deetilaz Aktivitesinin Saptanmas: ¢”

7- Etoksikumarinin O-deetilasyonu 7- hidroksikumarin olusumu ile

sonuglandi. Olusan 7- hidroksikumarin fluorometrik olarak saptandi.
a. Reaktifler
2mM Etoksikumarin i¢in S0 mM Tris-HC] Tamponu pH 7.8
0.380 mg/ml 7-Etoksikumarin 50 mM Tris HCl tamponunda
¢oziilerek pH 7.8 ‘e ayarlandi. 37 °C’de korundu ve taze hazirlandi.

0.1 mM 7-Hidroksikumarin

40.5 mg 7- hidroksikumarin 50 ml etanolde ¢6ziiliip 5 ml’si distile

su ile 250 ml’ye tamamland: ve taze hazirland.

0.5 M Glisin-NaOH pH 10.5

37.54 g glisin 600 ml distile su iginde ¢6ziildii ve NaOH ile pH

10.5’a ayarlandi. Daha sonra distile su ile 1 1t’ye tamamlandi.

% 5 (wiv) ZnSO,
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Satiire Baryum Hidroksit

Kofaktor Cozeltisi
Tablo 2°de belirtildigi sekilde hazirland:.
1. Deneyin Yapilisi

10 ml’lik test tiipleri buz iizerindeki spora yerlestirildi. Her
mikrozom fraksiyonu igin iki standart tiip bir kor tiipii ve iki test tiipii
hazirlanda. Tiiplere 1 ml kofakt6r ve 0.05 ml doku homojenat: ilave edildi.
Test ve kor tiiplerinde total voliimiin 1.5 ml olmasi igin 0.45 ml pH 7.8 olan
Tris-HC1 tamponu konurken standart tiiplerde total voliimiin 1.4 ml olmas:
i¢in 0.35 ml pH 7.8 Tris-HCI tamponu ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve
37°C’de 5 dakika calkalayici su banyosunda 6n inkiibasyona tabi tutuldu.
Sonra sadece test tiiplerine 0.5 ml 7-Etoksikumarin substrati ilave edildi.
Tiim tiipler vortekslenerek 37 °C’de 10 dakika ¢alkalayici su banyosunda
inkiibe edildi. Su banyosundan g¢ikarilan spor buz gantasindaki buz kaliplan
iizerine konuldu. Tiim tiiplere 1 ml % 5°’lik (w/v) ZnSO, ve 1ml satiire
baryum hidroksit ilave edildi. Koér ve standart tiplere 0.5 ml
7-Etoksikumarin subsrati ve standart tiiplere 0.1 ml 7-hidroksikumarin
standardi ilave edildi. Tiipler tekrar vortekslenerek +4°C’de 2000 g’de 15

dakika sogutmah santrifiijde santrifiij edildi ve 1 ml siipernatan alind.



23

Alinan siipernatana pH 10.5 olan 0.5 M glisin-NaOH’den 2 ml ilave edildi

ve tiipler tekrar vortekslendi.

380 nm eksitasyon ve 452 nm emisyonda fluorometrede Olgiim

yapildi.
¢. Hesaplama

7- Etoksikumarin O-deetilaz aktivitesi (nmol/dak/ml doku)

asagidaki sekilde hesaplandi:

Floresans
(test — kor) g 1 N 1 g 10
1 10  Olgiilen doku voliimii (ml) Floresans
(s tandart — kor)

Hesaplanan deger numunenin mg protein miktarina bdoliinerek
enzim aktivitesi nmol/ dak /mg protein olarak hesapland: ve tiim aktiviteler

bu birim altinda degerlendirildi.

3.2.3.3. Etilmorfin N- demetilaz Aktivitesinin Saptanmasi ¥

Etilmorfin N- demetilasyonu ile olusan formaldehitin semikarbazit

tarafindan tutulmasi1 Hantysch reaksiyonu ile kolorimetrik olarak saptandi.

a. Reaktifler
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50 mM Etilmorfin Hidroklorit Substrat:
19.3 mg/ml olacak sekilde distile suda hazirland:.
Formaldehit Standart Soliisyonu

Ticari formaldehit soliisyonunun distile suyla 10000 kat diliie

edilmesiyle standart stok solusyonu hazirland.
50 mM Tris-HCI tamponu pH 8.2
50 mM Semikarbazit Hidroklorit

557.7 mg semikarbazit hidroklorit yaklagik olarak 60 ml distile
suda ¢oziildii ve pH 7°ye NaOH ile ayarlandi. pH 7’ye ayarlandiktan sonra

toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Nash Reaktifi

Stok soliisyon, 308.3 gr amonyum asetat 1 It distile suda % 0.6
glasiyal asetik asit igerecek sekilde hazirlandi. Caligmadan hemen 6nce bu
amonyum asetat-asetik asit stok soliisyonunun 100 ml’sinde 0.4 ml iki kere

distile edilmis asetilaseton ¢6ziildii.
% S (wiv) ZnSOy,

Satiire Baryum Hidroksit
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Kofaktior Cozeltisi

Tablo 2°de belirtildigi sekilde hazirlanda.
1. Deneyin Yapihsa

10 ml’lik test tiipleri buz iizerindeki spora yerlestirildi. Her
mikrozom fraksiyonu igin iki standart tiip, bir kor tiipii ve iki test tiipii
hazirlandi. Biitiin tiiplere sirasiyla 0.2 ml semikarbazit, 1 ml kofaktor ve 0.1
ml doku homojenat: ilave edildi. Test ve kor tiiplerinde total voliimiin 1.8
ml olmasi i¢in 0.5 ml pH 8.2 olan Tris-HCl tamponu konurken standart
tiiplerde total voliimiin 1.5 ml olmasi igin 0.2 ml pH 8.2 Tris-HCI tamponu
ilave edildi. Tiipler vortekslendi ve 37°C’de 5 dakika g¢alkalayic1 su
banyosunda 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Sonra sadece test tiiplerine 0.2 ml
etilmorfin substrati ilave edildi. Tiim tiipler vortekslenerek 37 °C’de 10
dakika calkalayici su banyosunda inkiibe edildi. Su banyosundan ¢ikarilan
spor buz ¢antasindaki buz kaliplari iizerine konuldu. Tim tiiplere 1 ml
% 5°lik (w/v) ZnSO4 ve 1ml satiire baryum hidroksit ilave edildi. Kér ve
standart tiiplere 0.2 ml etilmorfin substrati ve standart tiiplere 0.3 ml
formaldehit standardi ilave edildi. Tiipler tekrar vortekslenerek +4°C’de
2000 g’de 15 dakika sogutmali santrifiijde santrifiij edildi ve 2 ml
siipernatan alindi. Alnan siipernatana 2 ml Nash reaktifi ilave edildi.

Ayrica formaldehit standardinin kalibrasyonu yapildi. Bunun igin dort tiip
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hazirlands. Ik tiipiimiiz kontroliimiiz olup 2 ml distile su konuldu. Diger iig
tiipe ise 1.8 ml distile su ve 0.2 ml formaldehit standardi konuldu. Daha
sonra tiim tiiplere 2 ml Nash reaktifi ilave edildi. Tiim tiipler vortekslenerek
37 °C’de 1 saat galkalayic1 su banyosunda inkiibe edildi. Su banyosundan

¢ikarilan tiipler vortekslendi.

412 nm absorbansda spektrofotometrede ol¢iim yapildi ve iiglii

standart absorbansin ortalamas: alinda.

¢. Hesaplama

Calisma standart solusyonun formaldehit konsantrasyonu,
formaldehitin Nash reaktifi ile olugturdugu renkli kompleksin 8 cm?nmol
olan ektinksiyon katsayis1 kullanlarak hesaplandi.

A 4 (kalibrasyon standard: — kor) y 1 y 4
1 8 02

Formaldehit standardinin konsantrasyonu 1.2 mM olarak bulundu.

Bu deger 1- 1.5 mM uygunluk simrlan iginde bulundu.

Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi (nmol/dak/ml doku) asagidaki

sekilde hesaplandi:
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Standart soltisyonun
A 20 (test —kor) y 1 y konsantrasyonu (mM) x0.3
1 Olgtilen doku voliimii (ml) A e
(standart — kor)

Hesaplanan deger numunenin mg protein miktarina boliinerek
enzim aktivitesi nmol/dak/mg protein olarak hesaplandi ve tiim aktiviteler

bu birim altinda degerlendirildi.

3.3.3.4. Protein Tayini

Postmitokondriyal siipernatamin protein miktar1 bovine serum

albumini (BSA) ’nin standart olarak kullamildigi Lowry metoduna gore

caligild: 49,

a. Reaktifler

0.5 M NaOH

20g NaOH, 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildii

% 2 (W/V) Na,CO;

40g Na,CO;, 2000 ml distile suda ¢oziildii
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500 pg/ml Bovine Serum Albumin

50 mg bovine serum albumin, 100 ml 0.5 M NaOH i¢inde ¢oziildil.
Folin Ciocalteu’s Fenol Reaktifi

Stok ticari reaktif, distile su ile 1/1 oraninda seyretildi.
Lowry Reaktifi

100 voliim sodyum karbonat soliisyonu, sodyum potasyum tartarat
solisyonu ve bakir siilfatin 1’er voliimii karstirilarak hazirland.

Kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.

b. Deneyin Yapilisi

Ornekler 1/20 oraninda 0.5 M NaOH ile (4.75 ml 0.5 NaOH+0.235
ml 8rnek olacak sekilde) diliie edildi. Deney igin iki kér ve her numune i¢gin
iki test tiipti hazirlandi. Standart egrisi ise 1 mg/ml (0.5 M NaOH’de) BSA
stok standartinin 50-500 pg arasinda dilile edilmesiyle ﬁazulandx. Kor
tilplerine 0.5 M NaOH’den 0.1 ml, test tiiplerine 0.1 ml diliie numune ilave
edildi. Daha sonra biitiin tiiplere 1 ml taze hazirlanmis olan Lowry reaktifi
ilave edildi. Tiim tiipler vortekslendi ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildi.
Sonra tiim tiiplere taze hazirlanmis Folin Ciqcalteu’s fenol reaktifinden

0.1 ml ilave edildi ve 30 dakika oda 1sisinda bekletildi.
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720 nm absorbansda spektrofotometrede 6l¢tim yapildi.
Protein Standart Grafiginin Cizilmesi

Protein standart grafigi bovine serum albumini (BSA)’nin
50-500 pg’lik konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerinin
ifadesi seklinde ¢izildi (Sekil 2).

#g Protein

Mikrozomalprotein _ (Grafikten 6l¢iilen miktar) 8 1 g 4.75
fraksiyonu (mg/ ml) 1000 Olgiilendiliisyonun voliimii(ml)  0.25

Mikrozomal Protein Fraksiyonu (mg/ml)
Mikrozomal Doku Konsantrasyonu (g doku/ml)
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3.3. SONUCLARIN ANALIZI

Sonuglar verilen numaralara gére tekrar gruplandi. Ortalama ve

standart hatalar1 hesaplandi.

Normal dagiiima uyan (normality testini gegen) ve varyanslari
homojen olan Etilmorfin N- demetilaz enzimi kontrol ve fenobarbital grubu
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Normal dagilima
uymayan ve/veya varyanslari homojen olmayan 7- Etoksikumarin O-
deetilaz ve 7-Etoksiresorfin O- deetilaz enzimleri kontrol ve fenobarbital
gruplarina non-parametrik bir test olan Kruskal-Wallis varyans analizi

uygulandi.
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4. BULGULAR

Fenobarbital verilen ve 60 erkek sicandan olusan grup ile 45 erkek

sicandan olusan kontrol grubunun 09%, 13%, 17% 219 1% 5%

saatlerindeki 7- Etoksiresorfin O-deetilaz enzim aktiviteleri Tablo 3a ve b

ve Sekil 3°de gosterilmektedir.

Tablo 3: Etoksiresorfin O-deetilaz enzim aktiviteleri

a.Kontrol Grubu

Saat 09% = 13% 17% 21% 01% 05%

Ortalama |0.835  |2.52143 |2.425  [2.98125 |22175 |1.2925
SEM  |0.09251 |0.59303 |0.40095 [0.36402 |0.89561 |0.1895
Min 0.5 0.52 0.75 1.54 0.96 0.5

Max 1.05 4.45 4.23 425 8.4 2.16

n 6 7 8 8 8 8

b. Fenobarbital Grubu

Saat 09 13% 17% 21% 01% 05

Ortalama |2.08182 |1.464 ({4299  |4.407 [4.994  |4.03

SEM 048764 |0.45205 |0.9397 [0.90927 |0.92997 |1.195
Min 0.84 0.4 1.3 0.82 0.45 0.93

Max 6.4 2.83 1048  [10.06 [11.2 10.1

n 11 10 10 110 10 9
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Fenobarbital verilen ve 58 erkek sigandan olusan grup ile 44 erkek
sigandan olusan kontrol grubunun 09% 13% 7% 21% 1% 5%
saatlerindeki 7- Etoksikumarin O-deetilaz enzim aktiviteleri Tablo 4a ve b

ve Sekil 4’de gosterilmektedir.

Tablo 4: 7-Etoksikumarin O-deetilaz enzim aktiviteleri

a. Kontrol Grubu

Saat 09 13% 17% 21% 01% 05%
Ortalama |6.08667 |4.84286 |5.6525 |5.1475 |[1.775  |3.02
SEM 1.95765 [1.70624 [1.28021 |[1.27433 [6.35976 |0.68791
Min 2.1 1.35 1.78 1.45 0.8 0.72
Max 1225 |14.4 12.6 12.8 3.71 6.41
n 6 7 8 8 8 7

b. Fenobarbital Grubu

Saat 09% 13% 17% 21% 01% 05%
Ortalama |2.21636 |4.184  [1.857  |8.83875 [3.392 |49
SEM  |0.89401 |0.91443 [0.42757 |3.38272 |1.20705 |1.2437
Min 0.52 0.44 0.48 2.51 0.5 13.5
Max  [1095 109  [427 {3223 |13.67 |1.08
n 11 10 10 8 10 9
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Fenobarbital verilen ve 55 erkek sigandan olusan grup ile 41 erkek

smandari olusan kontrol grubunun 09% 13% 17% 21% 01% 5%

saatlerindeki Etilmorfin N-demetilaz enzim aktiviteleri Tablo 5a ve b ve

Sekil 5’de gosterilmektedir.

Tablo 5: Etilmorfin N- demetilaz enzim aktiviteleri

a. Kontrol Grubu

Saat 09% 13% 17% 21% 01% 05%
Ortalama {7.212  |5.66667 [4.705  [4.55857 |3.88875 |8.99286
SEM 1.79353 |1.22217 |0.90116 [0.40981 |0.8207 |2.42622
Min 2.7 2.22 0.79 2.88 1.7 4.06
Max 12.5 9.72 9.5 5.67 7.9 22.6

n 5 6 8 7 8 7

b. Fenobarbital Grubu

Saat 09% 13% 17% 21% 01% 05%
Ortalama |3.436  [7.95364 |3.2275 |7.82111 |8.02667 |8.29875
SEM  |0.76569 [1.94722 |0.50995 |2.15592 |2.59517 |1.91317
Min 0.66 1.46 1.3 1;16 1.51 1.6
Max 9.2 2129  |5.12 10.12  |25.1 15

n 10 11 8 9 9 8
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5. TARTISMA VE SONUC

Hepatik enzimlerin ritmisitesinin siirekli 151k veya siirekli karanliga
brrakilan hayvanlarda en azindan kismen, g¢evrenin 1sitk miktarindan
etkilendigi bildirilmigtir ©*%. Hepatik enzim aktivitelerinin gesitli
indikleyici  ajanlarin verilmesinden sonra degistirilebildigini bildiren

yaymlar da mevcuttur 4%,

Calismamizda 24 saat siireyle dérder saatlik periyotlarda 200-250 g
agirhginda ve erkek siganlardan olusan kontrol ve fenobarbitalle
inditkklenmis deney hayvanmi gruplan olusturularak sitokrom P-450 karisik
fonksiyonlu oksidaz Faz 1 enzimlerinden Etilmorfin N-demetilaz,
7- Etoksikumarin O-deetilaz ve 7-Etoksiresorfin O-deetilazin enzim

aktivitesinin giinigi ritmik degisimleri incelenmisgtir.

Spektrofotometrik yontemle % enzim aktivitesi saptanan Etilmorfin
N- demetilazin 41 sigandan olusan kontrol grubu saat 05°”’de maksimum,
saat 01°”°de minimum aktivite gosterirken; fenobarbitalle indiiklenen 55
sigandan olusan grup saat 05%’de maksimum, saat17°’de minimum
aktivite gostermiftir (Tablo 5a ve b). Fluorometrik yontemle “® enzim
aktivitesi saptanan 7-Etoksiresorfin O- deetilazin 45 sigandan olusan kontrol
grubu saat 21°®de maksimum, saat 09°°’da_1-minimum aktivite gosterirken;

fenobarbitalle indiiklenen 60 sigandan olusan grup saat 01°’de maksimum,
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saat13°°de minimum aktivitt  gOstermistir (Tablo 3a ve b). Yine
fluorometrik yontemle!'” enzim aktivitesi saptanan 7-Etoksikumarin O-
deetilazin 44 sigandan olusan kontrol grubu saat 09°’da maksimum, saat
01°“de  minimum aktivite gosterirken; fenobarbitalle indiiklenen 58
sigandan olusan grup saat 21°°de maksimum, saat 17°“’de minimum

aktivite gostermistir (Tablo 4a ve b).

Etilmorfin N-demetilaz aktiviteleri kontrol grubunda (05°de
maksimum, 01°”de minimum) ve fenobarbital grubunda (05*de
maksimum, 17°”’de minimum) anlaml bir sirkadien ritim gSstermemigtir.
Ancak, 7-Etoksikumarin O-deetilaz aktiviteleri kontrol grubunda (09°*’de
maksimum, 01%’de minimum) (p<0.04) ve fenobarbital grubunda (21%de
maksimum, 17°”de minimum) (p<0.001) anlamh bir sirkadien ritim
gostermigtir. Benzer olarak 7-Etoksiresorfin O-deetilaz aktiviteleri de
kontrol grubunda (21°”de maksimum, 09°’minimum) (p<0.005) ve
fenobarbital grubunda (01°”de maksimum, 13°”’de minimum) (p<0.01)

anlaml bir sirkadien ritim gostermistir.

Yaklagtk son 25 yilda laboratuvarlarda insan ve hayvanlarda
yapilan deneylerde, biiyilkk oranda ilag ve kimyasallarin toksisitesinin
farmokineti§inin sirkadien ve dier temporal farkliliklardan ileri geldigi

rapor edilmigtir 2,
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Sitokrom P-450’nin ¢ogu tiirleri  indiiklenebilir 6zelliktedir.
Ornegin, fenobarbital veya diger ilaglarin uygulanmasi1 diiz endoplazmik
retikulumda bir hipertrofiye ve 4-5 giin igerisinde sitokrom P-450’nin
miktarinda 3-4 misli artisa neden olur. Indiiksiyon mekanizmasi genis
kapsamli  incelenmigtir ve sitokrom P-450’ye ait mRNA’nin

transkripsiyonunda bir artig1 kapsamaktadir ° ),

Biz de bu g¢alismamizdaki bulgularla, ila¢ metabolizmasinda rol
oynayan mikrozomal enzimlerin aktivitesindeki giini¢i degisiklerin ilaglarin
uygulama zamanina bagli olarak farmakokinetik farkliliklara ve dolayisiyla
ilag etkinliginde degisikliklere neden olabilecegini diigiinmekteyiz. Ayrica
sik kullanilan bazi ilaglarin etkinliginin artirilmasi ve yan etkilerinin

azaltilmas1 konusunda katkilar saglanmasi1 da amag¢lanmaktadir.
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6.0ZET

Ilaglarin farmakokinetik ozelliklerinde uygulama zamanina bagh
degisiklikler oldugu bilinmektedir. Bu degisikliklerin bir kismimn nedeni
ila¢ metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin aktivitesindeki giinigi
ritimlerdir. Hepatik enzimlerin aktivitelerinin ¢esitli indiikleyici ajanlarin

verilmesinden sonra degistirilebildigi bilinmektedir.

Bu ¢aligmada 12 saat aydinhik (08%°-20%) ve 12 saat karanlik (20%-
08%) olacak sekilde 151k periyodu ile senkronize edilmis 200-250g
agirhgindaki erkek siganlarda, karacifer mikrozomal ve ilag metabolize
eden Etilmorfin N-demetilaz, 7-Etoksikumarin O-deetilaz  ve
7-Etoksiresorfin O- deetilaz enz'im aktiviteleri incelenmistir. Enzim
indiiklenmesini incelemek ig¢in siganlara giinlikk 75 mg’lhik fenobarbital
dozu enjekte edilerek fenobarbital grubu olugturulmugtur. Fenobarbital
uygulamas1 yapilmayan siganlar kontrol grubunu olusturmustur. Deneyler
erkek siganlarin gimiin 6 degisik saatinde (09%,13%,17%,21%,01%,05%)
oldiiriilmesiyle elde edilen karacifer homojenatlannin postmitokondriyal
fraksiyonunda yapilmigtir. Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi Hantysch
reaksiyonuyla kolorimetrik,O-deetilaz aktivitesi ise 7-hidroksikumarin ve
resorfin i{izerinden fluorometrik olarak 6l¢iilmiis ve nmol/dak/mg protein

cinsinden ifade edilmistir. Sonuglar arasinda istatiksel fark olup olmadif
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Wallis varyans analizi ve tek ydnlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak

degerlendirilmistir.

Incelenen  enzimlerden  7-Etoksikumarin = O-deetilaz = ve
7-Etoksiresorfin O-deetilaz aktivitelerinde kontrol ve fenobarbital
gruplarinda anlamh giinigi fark bulunmustur. Etilmorfin N-demetilaz

kontrol ve fenobarbital gruplarinda ise ritmik 6zellik saptanamamistir.

Ilag metobolizmasinda rol oynayan mikrozomal enzimlerin
aktivitesindeki glini¢i degisiklikler ilgili ilaglarin uygulama zamanina bagh
farmakokinetik farklara ve dolayisiyla ilag etkinliginde degisikliklere neden

olabilir.
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7. YABANCI DILDE OZET

In this study some hepatic microsomal drug metabolizing enzymes,
namely ethylmorphine N-demethylase, ethoxycoumarin O- deethylase and
ethoxyresorufin O — deethylase were investigated in male rats (weighting
between 200-250 g) subjected to 12h light (08%°-20%h) and 12h dark (20%-
08%h) cycle. In order to induce the enzyme activities, the rats in the
phenobarbital group were injected with phenobarbital 75 mg/kg daily.The
rast were killed by cervical dislocation at 6 different time points (09%, 13%,
17%,21%, 01%, 05%) Then, the liver samples were homogenized in the 25%
homogenizing medium, and were adjusted to a final concentration of
approximately 0.1 g fresh tissue /ml. After that, post-mitochondrial
supernatant fraction was prepared by centrifugation at 10000 g average for

20 min at 2-4°C. Post-mitochondrial supernatants were used for

measurement of the enzyme activities.

The N-demethylation of ethylmorphine result in the formation of
formaldehyde which was estimated colorimetrically by means of the
Hantysch reaction. The O-deethylation of 7-ethoxycoumarin results in the
production of 7-hydroxycoumarin and the O-deethylation of 7-
ethoxyresorufin results in the production of resorufin. The last two products

were measured fluorometrically.
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The activities of ethylmorphine N-demethylase in the control and
the phenobarbital groups did not show a circadian rhythm. However,
7-ethoxycoumarin O-deethylase and 7- ethoxyresorufin O-deethylase
activities among the control and the phenobarbital groups showed a

circadian rhythm.
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