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1.GiRIS

Son yillarda serbest oksijen radikallerinin kaynaklari, olusum
mekanizmalari, istenmeyen etkileri ve antioksidan maddeler hakkinda yogun
arastirmalar yapiimaktadir. Serbest oksijen radikalleri, dis yéringelerinde bir veya
daha fazla paylagsiimamig elektrona sahip ve oksijen igeren atom veya
molekalierdir. Canlilarda hlcresel solunum ve fagositik hiicrelerde solunum
patlamasi esnasinda meydana gelir. VUcut igin zararli olabilecek bu radikaller,
organizmada antioksidan enzimler (stperoksid dismutaz, glutasyon peroksidaz ve
katalaz) tarafindan etkisizlestirilir. Serbest oksijen radikallerinin enfeksiydz ve
enfeksiybz olmayan hastaiiklar, yangi, stres ve yaslanma gibi daha birgok
olaylarda rol aldig: tespit edilmistir. Ayni zamanda kimyasal maddelerin ve
gaziarin da serbest oksijen radikalleri olusumu U(zerine etkilerinin oldugu
bildirilmigtir. Bu enzimlerin dizeylerinde hastalik, yaslanma ve canlinin kimyasal

maddelere maruz kaldi§i durumlarda degisiklikler gézlendigi bildiriimektedir.

4

Antibiyotik uygulamalarinin antioksidan enzim duzeylerinde degigimiere
neden oldugu, makrolidler, kioramfenikoller ve tetrasiklinlerin antioksidan etkinlige
sahip oldugu ve florokinolonlarin ise fagositik hlcrelerde serbest oksijen radikali
Uretimini artirdid1 bildirilmigtir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin da basta
kalp olmak Ozere karaciger, barsak ve bobrek dokusunda serbest oksijen radikali

Gretimini artirdid ve kalpte lipid peroksidasyonuna sebep oldugu bildirilmistir.

Karacigerde ylksek seviyelerde bulunan antioksidan enzimler, bu organda
metabolize olan bir ¢ok maddeden kaynaklanan serbest oksijen radikallerini

etkisiz hale getiririer.



Bu aragtirma da, saghkh ve deneysel olarak peritonit olusturulmus
farelerde enrofioksasin ve danofloksasin uygulamasinin, karaciger slperoksid

dismutaz ve glutasyon peroksidaz enzim dluzeyleri Gzerindeki etkisi aragtinlmigtir.



2 LIiTERATUR BILGI

2.1.Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dig yérungelerinde bir veya daha fazla paylagiimamis
elektron (e’) iceren, kisa 6marli atom ve ya molekullerdir. Bir serbest radikaldeki
paylagiimamis elektron, baska atom ve ya molekilier ile elektron alig-verisi
yapincaya kadar reaktiftir ve diger atom ya da molekdlieri reaktif bir yapi haline
getirme egilimindedir. Canlilar igin blyUk éneme sahip, serbest oksijen radikalleri
(SORY'nin biyolojik sistemlerdeki varligi ilk olarak 1854 yilinda Gerschman ve
arkadaglan tarafindan tespit edilmigtir (Turrens 1991). Oksijen atomu (O,), bir
elektron alarak superoksid (O;") radikalini olugturur.
) O.+e"_, O;
Superoksid radikali tim aerob hiicrelerde oksijenin taginmast esnasinda solunum
zincirinde surekli sekillenir. Oksijen molekulanin ¢evresindeki molekdllerden iki
elektron almasi veya suUperoksidin bir elektron almasi ile peroksid olusur.
Peroksid ise iki hidrojen alarak hidrojen peroksidi meydana getirir.

0,+2¢e +2H" —» H,0, ve ya
O, +e +2H —» H,0,

Bu molekll serbest oksijen radikali olmamasina ragmen, zararh bilesiklere
donlsebilme egilimindedir ve hlcre zarlarini kolayca gegebilir. Ancak biyolojik
sistemierde hidrojen peroksidin asil Gretimi stperoksidin dismutasyonu ile olugur.
iki superoksid molek{ll iki hidrojen alarak hidrojen peroksid ve suyu olugturur.
Reaksiyon ya kendiliginden yada slperoksid dismutaz (SOD) enzimi tarafindan

katalizlenir.

207 +2H'_ 0 | H,0,+0;



Superoksid ile etkilesen hidrojen peroksid, hicreler igin ¢ok toksik olan
hidroksil radikalini (OH) olusturur. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi
verilir.

H,0, + O;" —p OH +OH+ O,
Reaksiyon katalizérstiz ve gok yavas sekilienir. Ancak demir iyonlaninmin varhginda
reaksiyon gok hizli gelisir. Ferri demir (Fe;") siperoksid tarafindan énce ferro
demire (Fe,") indirgenir. Olusan ferro demir hidrojen peroksid ile etkileserek
hidroksil radikalini olugturur. Bu reaksiyona da Fenton reaksiyonu ad: verilir.
O, +Fes'__, O, +Fe,,
Fe," + H,0, —® Fe;" + OH + OH

Paylagiilmamis elektronu oimayan, ancak oksijenin elektronlarindan birinin
kendisine zit bagka y6riingeye ge¢gmesi ile olusan yapi singlet oksijen ('0,) olarak
adlandiritir. Singlet oksijen kimyasal bilegikler ile etkilestiginde kemiluminesans
verir ve bu 6zellikten faydalanilarak SOR’nin 6l¢imi gergeklestirilebilir (Akkus

1995, Aslan 1997).
2.1.1. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklan

Mitokondrial elektron taginma sistemi, duyarl fagositier, ksantin oksidaz,
iskemi, hiperoksi, kanser ilaclar, bazi antibiyotikler, radyasyon, alkol,
uyusturucular, sigara, stres, hava Kkirlilifine yol acan maddeler, halojenli
hidrokarbonlar ve baz hastaliklar (enfeksiyéz, immunolojik ve metabolizma)
baglica SOR kaynaklandir (Sazuka ve ark 1989, Vijayalekshmy ve ark 1992,
Habib ve ark 1993, Swei ve ark 1997, Thome ve ark 1997, Tras 1997). Canlida
SOR'nin en fazla dretildidi sistem, hicrelerin enerjilerini sagladiklari, molektler

oksijenin suya indirgenmesi esasina dayanan mitokondrial elektron taginma



sistemidir. Solunum ile alinan oksijenin buytk kismi hidrojen ile birlegerek su
olustururken, %4-5'i ise slperokside doénusdr. Organlar iginde ise en fazla
karacigerde ve akcigerde olusur (Perez-Campo ve ark 1993, Akkus 19985, Aslan

1997, Tras 1997).

Fagositik hucreler (makrofajlar ve nétrofiller) duyarli hale geldikierinde
mitokondri digi oksijen kullaniminda ani artis ile olugsan solunum patlamasi
sonucu antibakteriyel savunma igin gerekli olan serbest oksijen radikalierini

olustururlar. Bu olay: hiicre zarinda bulunan NADPH oksidaz katalizler.

20, + NADPH —MaDfHosidaz o, 5 - 4 H* + NADP*

Olugan slperoksid, bakterisidal bir radikal olan hidrojen perokside dénusur.
205 +2H* —> H.0, + O,

Dis ortama salinan radikaller ise yangili dokunun hasar gérmesine sebep olur

(Elsbach ve Weiss 1985, Solonkim ve ark 1985, Hampton ve ark 1998).
2.1.2.Serbest oksijen radikallerinin hiicresel yapilar iizerindeki etkileri

Canhda fizyolojik fonksiyonlara bagl olarak sekillenen SOR aretimi ile
antioksidan sistemler arasinda denge mevcuttur. Ancak bazen bu dengé SOR
lehine bozulur ve sonugta bulundukian yerde doku hasarina sebep olurlar.
Etkisizlestirilemeyen SOR, hucrelerde basta lipidler olmak Uzere, protein,
karbonhidrat ve DNA gibi yapilar Gzerinde etkili olurlar. Hicre zarinda bulunan
ya§ asitlerinin doymamig baglari, SOR ile etkileserek yad asitlerinin oksidatif
yikimini baglatir ve bu olay “lipid peroksidasyonu” olarak tanimlanir. Olusan yikim
zincirleme reaksiyon geklinde devam eder ve zar btinliga geri dénisumsiz

nitelikte bozulur. Lipid peroksidasyonu sonucu malondialdehid olusur ve



malondialdehid miktari 6lgtlerek lipid peroksidasyonunun siddeti hakkinda bilgi
edinilebilir.

Proteinler SOR'ne lipidlerden daha az duyarlidir. Ancak yapilarinda sulfar
bulunduran amino asitlerden (histidin, sistein, metiyonin, fenil alanin vs.) olusan
proteinler, SOR'ne dayaniksizdir ve SOR bu proteinlerin yapisinin bozulmasina
sebep olur. Yapilarinda sulfar bulunduran IgG ve albimin, SOR'ne maruz
kaldiklarinda yapilan bozulup gérevierini yapamaz duruma gelirler.

Hicrelerde olusan hidroksil radikali ve fagositlerden salinan hidrojen
peroksid diger hicrelerin gekirdegine ulasarak DNA hasarina yada hlcre 6lumune
sebep olabilir.

SOR'ne en dayanikli hicresel yap! karbonhidratiardir. Romatizmal eklem
hastalifinda fagositlerden salinan SOR'nin hyoluronik asidi pargaladiklar tespit

edilmigtir (Aruoma 1994, Akkus 1995, Aslan 1997).
2.2.Antioksidan Savunma Sistemi

Hucreler, vicutta bazi reaksiyonlar sonucu olusan SOR'ne karsi kendilerini
antioksidan enzimler ve bazi biyolojik maddeler yardimi ile korurlar. Antioksidan
enzimlerin gesit ve yogunluk bakimindan, disi ve erkek bireylerde farkli olmadigi

bildirilmigtir (Guemouri ve ark 1991, Ceballos-Picot ve ark 1992).

2.2.1.Antioksidan enzimier
2.2.1.1.Siperoksid dismutaz

Ik olarak 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tamimlanan
(Guemouri ve ark 1991) stperoksid dismutaz (EC, 1.15.1.1, SOD), speroksidin

hidrojen peroksid ve oksijene dénagumunt saglar.




20; + 2H'-225.H,0, + O,

Hucrede sdperoksidin etkisizlegtiriimesinde en &6nemli antioksidan
enzimdir. Memelilerde G¢ farkli SOD bulunur. Bunlar, sitoplazmada ve
peroksizomlarda bulunan CuZnSOD, mitokondride bulunan MnSOD ve hicre disi
ortamda bulunan ECSOD’dir. Hacre i¢i SOD enzim miktarinin %85-90'nini yan
6mri 6-8 dakika olan CuZnSOD olustururken, %10-15’ini yari émra yaklasik 7
saat olan MnSOD olusturur (Bolann ve Ulvik 1991, Turrens 1991, Portoles ve
ark 1996). Fagositik hlcrelerde glutasyon peroksidaz ile birlikte solunum
patlamasi sonucu olusan SOR'ne karsi hucreyi korurlar (Akkus 1995). SOD
enziminin yetersiziijinde, hicre igin en zararli radikal olan hidroksil radikali
olusumu artar (Krinsky 1992). SOD enziminin yangt énleyici ve nétrofillerin yangi
bolgesine gbgunl engelleyici etkinlige sahip oldugu ve (Fridovich 1986)

seviyesinin yasllik ile azaldidi tespit edilmistir (Kurata ve ark 1933).
2.2.1.2.Glutasyon peroksidaz

Glutasyon peroksidaz (EC, 1.11.1.9, GPX), yapisinda 4 selenyum atomu
iceren sitoplazmik bir enzimdir. Ayrica canlilarda plazma, sut ve akciger lavaji gibi
hGcre digi ortamlarda bulunan ve selenyum icermeyen farkhi bir GPX (ECGPX)
enziminin varli§i da tespit edilmigtir (Himeno ve ark 1993, Kurata ve ark 1993,

Bolzan ve ark 1997).

GPX, karaciger ve akciger hucreleri ile fagositik hicrelerde yiksek
seviyelerde bulunur (Himeno ve ark 1993) ve bir ¢ok organda Gretilerek dolagima
verilen lipid peroksidlerinin karacigerde etkisiz hale getirilmesinde rol oynar
(Kawai. ve ark 1988). Ayrica hiicre zarinda olusan yag asitleri peroksidlerini

etkisizlestirerek (Krinsky 1992), hicre zarimin ve hiicre i¢i organellerin



batinligundn korunmasini saglar (Turrens 1991). Hocre zan bOtGnlGdindn
korunmasinda GPX enziminin etkinli§i, vitamin E ve selenyumun varhiginda artar
(Aslan 1997). SOD enzimin aksine, yaslanma ile seviyesinin arthigi tespit edilen
bu enzim, fagositik hlcrelerde ise solunum patlamasi sonucu olusan hidrojen

perokside karg! hcreyi korur (Akkus 1995).

GPX enzimi, SOD enzimi tarafindan olusturulan hidrojen peroksidi,
katalazdan farkii olarak indirgenmis glutasyon (GSH) kullanarak suya dénGstarar.
Reaksiyona giren GSH, okside glutasyon (GSSG) formuna geger. GPX enziminin
etkinliginin suarekliligi icin GSH'a ihtiya¢ duyulur. By sebep ile GSSG, NADPH'a
bagimli glutasyon rediktaz (GR) tarafindan strekli indirgenir (Kurata ve ark 1993,
Chan ve Decker 1994).

H20, + 2GSH %4 GSSG + 2H,0,
ROOH +2GSH —¥3 GSSG + ROH + H,0

GSSG + NADPH + H* SR 5. 2GSH + NADP*
2.1.1.3.Katalaz

Dért hem molekill iceren katalaz (EC, 1.11.1.6, hucrede peroksizomlarda
bulunan bir hemoproteindir. Hidrojen peroksidi su ile oksijene (2H,O, —CAT--
2H,0 + O,) parcalar (Shull ve ark 1991) ve yari émri 6-8 dakikadir (Turrens
1991). Ancak antioksidan etkinligi GPX enzimi kadar olmadigindan biyolojik 6nemi

daha azdir (Aslan 1997).
2.2.2.Antioksidan maddeler

Canlida antioksidan enzimlerin diginda bazi biyolojik maddeler de

antioksidan etkinlik gostererek hicreleri SOR'nin zararl etkilerine karsi korur.



Vitamin A, E ve D hicre zarinda lipid peroksidasyonunu engellerier
(Hermansen ve Wasserman 1986, Ciacio ve ark 1993, Sardar ve ark 1996).
Vitamin C, indirgenmis glutasyon, Grik asit, taurin, mukus ve albumin hem hicre
ici hem de hicre digi ortamda SOR'ni yakalayarak etkisiziestirirler. Selenyum ise
glutasyon peroksidaz enziminin yapisina katilarak antioksidan etkinlik gésterir

(Krinsky 1892, Chan ve Decker 1994, Tras 1997).

Bilirubin, seruloplasmin, transferrin, melatonin ve laktoferrinin de

antioksidan etkinlikieri buiunmaktadir (Krinsky 1992, Chan ve Decker 1994).

2.3.Escherichia coli ve Deneysel Peritonit

Escherichia coli (E.coli), Enterobacteriaceae familyasinda yer alan gram (-),
aerobik, spor vermeyen, gomak bigimli, fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi
direngli bir bakteridir. E.coli normal barsak florasinda bulunmasinin yani sira
hastaliklara da neden olabilmektedir. Yapilarinda somatik (O), flageliar (H) ve
kapstil (K) antijenlerini bulundururlar. Ayrica enterotoksin Uretme yetenekleri de

vardir (Mimbay 1982).

Gunimlzde septisemi ve septik sok vakalarinda 6lum oraninin %40-60
arasinda oldugu ve o&iimlerde SOR'nin 6nemli rolu bulundugu bildirilmistir
(Peralta ve ark 1993). E.coli ve toksini ise deneysel peritonit ve endotoksemi
modeli olusturmada gik¢a kullaniimaktadir (Kunimoto ve ark 1987, Fink ve ark
1990). Fagositik hicreler, bakteri veya endotoksine maruz kaldiklarinda giiglu
antibakteriyel etkinligi olan SOR Uretmekte ve yangili dokuda SOR miktari ve
fagositik hiicre sayisi artmaktadir. Olusan SOR hiicresel hasara sebep olmasinin

yani sira arasidonik asid déngusinu etkileyerek I6kotirenler ve prostaglandinlerin
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sentezini de artirmaktadiriar (Konukogiu ve ark 1999). Peritonit ve endotoksemi
vakalarinda en fazla etkilenen organin karaciger oldugu, olusan hasarda ise
etkinlegsmis nétrofiller ve kupfer hicrelerinden kaynaklanan SOR’nin rol aldig
belirtilmistir. Bu sebep ile peritonitin antioksidan enzimler Uzerine etkinliginin
belirlenmesinde, karaciger antioksidan enzim dlzeylerinin  6lciminden
faydalaniiabilecegi belirtiimistir (Kunimoto ve ark 1987, Takahashi ve ark 1988,

Portoles ve ark 1993, Umezawa ve ark 1995, Watson ve ark 1999).
2.4 Florokinolon Grubu Antibiyotikier

Yapi olarak nalidiksik aside benzerler. Enrofloksasin [1-siklopropil-6-floro-
1,4-dihidro~4-okso-7-{4-etil-1-piperazinil}-3-kuinolin karboksilik asit) ve
danofloksasin [1-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-okso-7-{5-metil-2,5-diazabisiklo-
(2.2.1)hept-2-yl}-3-kuinolin karboksilik asit] veteriner sahada kullaniimak Gzere
geligtirilen florokinolon antibiyotiklerdir. Danofloksasinin akcigere daha iyi nufuz
etmesi digindaki diger ézellikleri enrofioksasine benzer (Friis 1993, Elmas 1997).
Plazma proteinlerine dastk oranlarda baglaniriar ve fagositik hicreler danhil,
canlinin bltin doku ve organiarina dagihirlar. Florokinolonlar degisik oranlarda
karacigerde metabolize olurlar ve olugan metabolitierinin de anibakteriyel etkinligi
vardir, ancak yarilanma omdlrleri daha kisadir. Enrofloksasinin metabolizmasi
sonucunda yine antibakteriyel etkinlige sahip olan siprofloksasin olusmaktadir.
Florokinolonlar, karaciger, bébrek ve akcigerde yuksek yoQunluklara ulasirlar
(Vancutsem 1990, Kaya 1997).

Bu grup ilaglar, bakterilerde DNA'nin sentezi ve kalibinin gikariimasinda rol
alan DNA jiraz'in (topoizomeraz II) etkinligini engelleyerek, bakterinin bdlinmesini

durdurup uzayarak 6lmesine neden olur. Gram (-), gram (+) bakteriler ve
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mikoplazmalari da igine alan genis etki spekturuma sahiptirler. Ancak gram (-)
aerobik bakterilere daha iyi etkirier. Escherichia coli dahil birgok bakteri icin
EKEYg, (en kugik engelleyici yoguniuk) de@erieri 1 pg/ml'den daha dustktur ve
EKEY ile EKOY (en kiglk éldarich yoduniuk) degerieri birbirine yakindir. Bu
grup antibiyotikler duyarl bakterilerden kaynaklanan sindirim, solunum, idrar ve
Greme kanall, karin ve pelvis i¢i organiari, kemik, eklem ve yumusak doku
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Kikirdak dokusu Uzerindeki olumsuz
etkilerinden dolay! genclerde ve gebelerde kullaniimamasi gerektigi (Kaya 1997),
bu etkilerini ise SOR dUreterek kikirdak huacrelerinde hasar olugturarak

gdsterdikleri bildirilmigtir (Thuong-Guyot ve ark 1994).
2.4.1.Fiorokinolon antibiyotikierin serbest oksijen radikallerine etkisi

Yapilan kaynak taramalarinda florokinolonlarin antioksidan enzimlere etkisi
ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanamamistir. Ancak SOR olusumu Gzerine etkili

olduklarina dair bilgiler mevcuttur.

Bu grup antibiyotiklerin vicudun tum dokularina dagdiidigi, fagositierde
solunum patlamasini uyararak hicre igi parazitlere karsida etkili olduklari
bildirilmigtir (Jansen Van Rensburg ve ark 1990, Nielsen ve ark 1997). Fagositik
hiicrelerde kemilumimetrik élgiimlerde, siprofioksasin, norfloksasin, pefioksasin ve
ofloksasinin (0.5, 1, 5, 10 pg/ml) SOR olusumunu etkilemedigi (Boogaerts ve ark
1986), enrofloksasin ve norfloksasinin ise ylksek dozda (200 pg/ml) SOR
olugsumunu artirdi§i ancak yitksek dozda siprofloksasinin benzer etkisinin
olmadigi (Duncker ve Ullman 1986) ortaya konmustur. Diger bir arastirmada
enrofloksasinin (100 ug/ml) slperoksid olu§umunu artinrken, danofloksasinin

(100 pg/mi) SOR olusumunu dasirdagu, ancak bu durumun aragtirmada
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kullanilan luminolden kaynakiandi§t bildirilmigtir (Hoeben ve ark 1997).
Enrofloksasinin ve fleroksasinin bu etkilerini zarda bulunan NADPH oksidazi
etkinlestirerek go&sterebilecedi ifade edilmektedir (Matsumoto ve ark 19986,
Hoeben ve ark 1997). Fleroksasin ve ofloksasinin (25 ve 100 pg/ml) SOR
olusumunu artirdidi, sparfloksasin ve iemofioksasinin ayni dozlarda SOR olugumu
azalthi§) bildiriimistir (Kubo ve ark 1994). Belirtilen arastirmalarin sonuglarindan,
bu grup ilaglarin SOR dretimi Gzerindeki degisik etkilerinin yapi farkhiigindan
kaynakianabilecegi anlagiimaktadir. Ayrica, bu ilaglardan kaynaklanan
fototoksisitenin sebebinin de ilaglarin singlet oksijen ve slperoksid Uretmesinden
kaynaklandidi ve hucre kulturlerine ilave edildikten sonra lipid peroksidasyonuna
ve hicre o6lumierine sebep olduklian bildirilmektedir (Saniabadi ve ark 1996,

Umezawa ve ark 1997, Bulera ve ark 1999).

2.5.Diger Antibiyotikierin Serbest Oksijen Radikalleri ve Antioksidan

Enzimlere Etkileri

llaglarin hucrelerde neden oldudu SOR'nin kemiluminesans metodu
kullanilarak yapilan 6i¢cumlerinde elde edilen verileri ile antioksidan enzim

Slcimierinden eide edilen veriler arasinda paralellik bulunamamigtir.

Kanser tedavisinde kullanilan antrasikiin grubu ilaglarin, doza bagi olarr—;\k
basta kalp oimak Gzere karaciger, barsak ve bébrek dokusunda SOR olugumunu
artirarak lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve kalp dokusunda yeterince
antioksidan enzim bulunmamasinin, bu organi daha hassas kildigi bildiriimistir.
Ayrica bu grup ilaglarin nétrofillerin zarinda bulunan NADPH oksidazi etkinlestirip
SOR retiimesine aracilik ettigi ve bu durumun ilag toksisitesine katkida

bulundugu belirtiimigtir (Neilson ve ark 1986). Doksorubusin uygulamasinin,
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ratlarda beyin ve kalp katalaz duzeyini 48 saat sonunda artirdig: ve lipid
peroksidasyonuna neden oldugu (Ciaccio ve ark 1983), farelerde ise karaciger
GPX dulzeyini dustrurken (Hermansen ve Wasserman 1986, Julicher ve ark
1988), SOD duzeyini ise ilk glin azaltip, ikinci gin ytkselttigi; ancak devam eden
4 gun boyunca kontrol degerin altinda seyrettigi ve GPX duzeyinin de 6 gin
stresince dusik oranda seyrettigi bildiriimistir. Bu durumun, ilacin dokularda SOR
aretimini artnrrﬁa& veya protein sentezini engelleyerek enzim Gretimini azaltmasi
ile ilgili olabilecedi ifade edilmistir (Sazuka ve ark 1989). Ayrica bleomisinin de

SOR dareterek akcigerde fibrosise neden oldugu bildiriimistir (Habib ve ark 1983).

Notrofillerde kemilumimetrik dSlgimlerde, ampisilin’in H,O, olusumunu
engelledigi (Gunther ve ark 1993), ancak 150 pg/ml dizeyinde superoksid
olusumun artirdidi (Umeki 1990); bobrekte metabolize olan sefaloridin’in ise
ratlara tek doz uygulanmasi (1 g/kg, damar i¢i) sonucunda bdbrek SOD ve GPX

duzeylerini dastrdadu ve bu etkilerinin SOR Uretimine neden olmasi ile iligkili

olabilecegi bildiriimektedir (Suzuki ve Sudo 1990, Yokozawa ve Owada 1999).

Makrolid antibiyotiklerden eritromisin (10, 20, 100, 400 ug/mil), roksitromisin
(20 pg/ml, 50 pg/mi), diritromisin (0.4 pg/ml) ve klindamisinin nétrofillerde SOR
Gretimini azalthid: bildirilmigtir (Miyachi ve ark 1986, Anderson 1989, Labro ve ark
1989, Hand ve ark 1990, Moutard ve ark 1997). Makrolidlerin bu etkilerini
nétrofillerde bulunan NADPH oksidaz enzim etkinligini engelieyerek gdsterdikleri
ve ayrica roksitromisin, klaritromisin ve azitromisinin astimli hastalarin akciger
epitellerini, duyarli fagositierden salinan SOR’'ne karsi koruduklari ve bu sebeple

yangi 6nleyici etkiye sahip olduklar belirtilmistir (Feldman ve ark 1997).
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Aminoglikozidlerin ototoksik ve nefrotoksik etkilerini SOR Gretimini
uyararak gosterdikleri ifade ediimistir (Song ve Schacht 1986, Song ve ark 1997).
Streptomisin uygulamasinin (100 mg/100 g, 2 hafta, damar i¢i) rat karaciger SOD
dazeyini (0.44 — 0.53 U/mg protein) artti§: Vijayalekshmy ve ark. (1992)lan
tarafindan ortaya konmustur. Diger yandan, gentamisin uygulamasinin (100
mg/kg, 6 gin, damar igi) ratlarin bébrek SOD (16 —8 U/ mg protein) (Ramsammy
ve ark 1987), kobaylarin (200 mg/kg, 10 gun, kas igi) kalp SOD (359 — 228 U/mg
protein) ve GPX (0.355 — 0.324 Uimg protein) (Oztirk ve ark 1997), bdbrek
CuZnSOD duzeylerinde (520 — 431 U/mg protein) dusmeye ve bdbrek MnSOD
(12 - 37 U/mg protein) ve GPX (0.046 — 0.088 U/mg protein) dlzeylerinde ise
artisa sebep oldugu; ayrica bébrekte H,O, olusumunu artirdidi da bildirilmistir
(Kavutgu ve ark 1996). Sonuglar arasindaki gézlenen farkhiiklarin deney
hayvaninin tarinden, dozaj rejiminden, uygulama yolunun farkliiindan ve

besleme sartlarindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Kavutcu ve ark 1996).

Kloramfenikolun fagositik hucrelerin zarinda bulunan NADPH oksidaz
etkileyerek nétrofillerde stperoksid olusumunu engelledidi (Hoeben ve ark 1997)
ve in vitro sartlarda 4000 pg/ml dizeyinde ise solunum patlamasini tamamen
durdurdugu ifade edilmektedir (Paape ve ark 1990). Ayrica iki hafta kloramfenikol
(100 mg/ 100 g, agizdan) uygulanan ratlarin karaciger SOD dizeyi degismezken
(0.44 — 0.43 U/mg protein) katalaz enzim dizeyinin (1.2 — 1.5 U/mg protein) arttig
bildiriimistir (Vijayalekshmy ve ark 1992).

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin fagositik hicrelerde SOR olusumunu
engelledigi (Duncker ve Ullman 1986, Van Baar ve ark 1987, Hoeben ve ark

1997) ve ratlara tetrasiklin uygulamasinin (100 mg/ 100 g, iki hafta, agizdan)
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karaciger SOD dazeyini (0.44 — 0.32 U/mg protein) dusurdagl belirtiimektedir
(Vijayalekshmy ve ark 1992).

Geng ratlara izoniazid ve rifampisin uygulamas: (50 mg/kg/gin, 2 hafta,
periton igi) sonucunda karaciger SOD (16 — 12 U/mg protein) ve GPX (437 — 202
HM/dak/mg protein) dlzeylerinin dastiga ve bunun muhtemel sebebinin ise, bu
ilaglarin metabolizmas! esnasinda O, olusumunu artirabilecedi ve bu artiginda
basta SOD enzimi olmak Uzere GPX duzeyini duslrebilecedi ve bu durumun
enzimlerin kan dizeylerinde de azalmaya sebep olabilecegi ifade edilmektedir

(Sodhi ve ark 1997).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali ve gruplann olusturulmasi

Arastirmada 2-3 aylik, 23-32 gram agirliginda, farkli cinsiyette 132 adet
beyaz fare (Balb/C) kullaniidi.

Fareler;

—

. Kontrol grubu (6 adet),

2. Enrofloksasin grubu (30 adet),

3. Danofioksasin grubu (30 adet),

4. Deneysel peritonit grubu (30 adet),

5. Deneysel peritonit+enrofloksasin grubu (18 adet) ve

6. Deneysel peritonit+danofloksasin grubu (18 adet) olmak Uzere 6 gruba
ayrildi. Fareler deneme slresince pelet yem ve su ile adlibitum

beslenmeye tabi tutuidu.
3.1.2, Arag ve geregler

1. Spektrofotometre (Shimadzu UV 2000)

N

Homojenizatér (Braun Potter S)
Sogutmal santrif(ij (Hettich Universal 30 RF)

pH metre (Hanna H1 931401)

o &>

Dijital terazi (Shimadzu Bibror EB-330H)
6. Derin dondurucu (Beko)
7. Vorteks (Thermolyne)

8. Otomatik pipetler (Socorex)
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9. Sicak su banyosu (Kottermann)
10. Operasyon seti
11. Insilin enjektori

12. Rutin laboratuar malzemeleri

3.1.3. ilaglar ve kimyasallar

-_—

. Enrofloksasin (Baytril %10 enj., Bayer)

2. Danofioksasin (Advocin en;., Pfizer)

3. Superoksid dismutaz kiti (Randox-Ransod, SD 125)
4. Glutasyon peroksidaz kiti (Randox-Ransel, RS 505)
5. Total protein reagent (500 ml, 541-2, Sigma)

6. Sukroz (S-7903, Sigma)

7. Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA, 17-1324-01, Pharmacia Biotech)
8. Tris (T-1503, Sigma)

9. Serum fizyolojik

10. Hidroklorik asit (Merck)

11. Na,HPO, (Merck)

12. NaH,PO, (Merck)
3.1.4. Bakteri

Escherichia coli K99 susu Selguk Universitesi Veteriner Fakiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali kuitar koleksiyonundan temin edildi. E.coli tryptone soya broth
(Oxoidyda 37 °C'de 24 saat inkUbe edilerek dilisyon metoduna gére sayim

yapild.
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3.1.5. Soliisyonlar

Siuperoksid dismutaz (SOD) ve glutasyon peroksidaz (GPX) enzimlerinin
dokudan ekstraksiyon igin 0.25 M sukroz+10 mM Tris+1 mM EDTA (pH:7.4, HCI
ile ayarland) igceren solasyon ve SOD enzimi 6icimui igin fosfat tampon (0.01 M

pH:7.0) solusyonlar haziriandi.

3.2. Metot

3.2.1.llag ve bakteri uygulamasi

1. Kontrol grubu: ilag veya bakteri uygulamas: yapilmadi.

2. Enrofloksasin (ENR) grubu: Enrofioksasin fareler icin tavsiye edilen
dozda (10 mg/kg), 12 saat ara ile deri alti yolla 5 glin sure ile uygulandi {Allen ve
ark 1998).

3. Danofloksasin (DAN) grubu: Danofloksasin, 10 mg/kg deneme dozunda
12 saat ara ile deri alti yolla § gun sure ile uyguland..

4. Deneysel peritonit (DEP) grubu: Her bir fareye 1x10° sayida canli E.coli
periton igi yolla uygulandi.

5. Deneysel peritonit+enrofloksasin (DEP+ENR) grubu: Her bir fareye
periton ici 1x10° sayida canli E.coli uygulamas! yapildiktan sonra enfeksiyon
gelismesi icin 24 saat bekiendi ve 10 mg/kg dozunda 12 saat ara ile deri alti yolla
3 gun enrofloksasin uygulandi.

6. Deneysel peritonit+danofioksasin (DEP+DAN) grubu: Her bir fareye
periton i¢i 1x10° canl E.coli uygulamasi yapildiktan sonra enfeksiyon gelismesi
icin 24 saat beklendi ve 10 mg/kg dozunda 12 saat ara ile deri alti yolla 3 gin

danofloksasin uygulandi.
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3.2.2.Karaciger dmeklerinin toplanmasi

Kontrol grubunda bulunan alti adet fare boyun kirma ydéntemi ile
oldaralerek karaciger 6rnekleri toplandi. ENR, DAN ve DEP gruplarinda ilk
uygulamay! takip eden 1., 2., 3., 4. ve 5. gunlerde, DEP+ENR ve DEP+DAN
gruplarinda bakteri uygulamasi takiben 3., 4. ve 5. glinlerde altigsar adet fare ayni
yéntem ile oldarlierek karacigerleri elde edildi. Karacierlerden safra keseleri
uzaklastirildiktan sonra soguk serum fizyolojik ile yikanarak kandan temizlendi ve
300 mg'i tartilip ekstraksiyon solUsyonu ile homojenize edilerek 6i¢im zamanina

kadar ~20 °C’de, derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3.Karacigerden siiperoksid dismutaz ve glutasyon peroksidaz

enzimlerinin ekstraksiyonu

Enzimlerin dokudan ekstraksiyonu; Geller ve Winge (1984), Vani ve ark
(1990), Coa ve Chen (1991), Portoles ve ark (1996) ve Di Simplico ve ark
(1997)nin belirttigi metotlar temel alinarak gergeklestirildi. 300 mg doku 1.5 ml
soguk ekstraksiyon solisyonu ile buz iginde 1000 devirde 2 dakika homojenize
edildi. Homojenatlar +4 °C’de 10.000 devirde 15 dakika santrifij edilerek Ustte
olusan kisim SOD ile GPX enzimleri ve total protein éicimieri gergeklestiriiene

kadar —20 °C’'de muhafaza edildi.
3.2.4.Siiperoksid dismutaz diizeyinin belirlenmesi

3.2.4.1 Kitin galisma prensibi

SOD enzimi, stperoksid radikalinin (0.), H.0, ve O;e doénusimini
hizlandinr. Bu metotda ksantin, ksantin oksidaz varliginda urik asit ve O,e

doénisar. Olusan Oy, INT [2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrasolium klorid]
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ile etkileserek kirmizi renk olusturur. SOD enzim miktari, bu reaksiyonun olugma

derecesine gore belirienir.
Ksantin—=mr o=z (rik asit + Oy
INT 25 Kirmizi renk

20, +2H" 2%, H,0,+ O,

Ayrag icerikleri Miktar: Hazirlanmasi
1. Karisik subtrat 20 ml buffer ile
Ksantin 0.05 mM/L sulandiriid
INT 0.025 mM/L
2. Buffer - Kullanima hazir
3. Ksantin oksidaz 80 U/L 10 ml bidistile su ile
sulahdlrlldl
4. Standart 5.4 U/ml SOD enzimi 10 ml bidistile su ile
sulandiriidi

3.2.4.2. Standart egrinin hazirlanmasi

Kitte bulunan standardin bir gisesi 10 ml bidistile su ile ¢ézdUraldi. Bu
sulandirmadan 5 ml alinip Gzerine 5 ml 0.01 M fosfat tampon (pH:7.0) ilave edildi.
Ayni sekilde yapilan 3 sulandirma sonrasinda, 5.4 U/ml (S1), 2.7 U/ml (S2), 1.35
U/mi (S3), 0.675 U/ml (S4) ve 0.337 U/ml (S5) SOD enzimi igeren sulandirmalar
elde edildi. Bu sulandirmalara asagidaki islemler uygulanarak, 505 nm dalga

boyunda, 37 °C’'de havaya karsi spektrofotometrede okundu.




21

Ayrag Kéru Standartlar (S1-S5)

Standart — 25 pl
Fosfat tampon 25 pl —
Karisik substrat 850 i 850 pl

Vorteksieme safhasi

Ksantin oksidaz 125 ul 125 pl

1000 ul 1000 ul
Ksantin oksidaz kuvete ilave edildigi andan itibaren 30. saniyede (A1) ve
120. saniyede (A2) absorbanslar okundu. Ayra¢ koéra ve standart

sulandirmalarinin her biri igin;

A2-A1/3=Aaymag kira V& Astandamar (S1-S5) hesaplandi. Aayre ks 38.88 olarak

bulundu ve her bir standardin % engeliemesi;

% engelleme derecesi = 100-(As+.ss X 100)/38.88, formulunden hesaplandi.

Her bir standarta karsiltk gelen % engelleme degerinin Logic'a karsilik gelen
birimi bulundu ve Logi'a karsi U/ml SOD degerinden olugsan standart egri

hazirland..
3.2.4.3. Karaciger drneklerinde siiperoksid dismutaz diizeyinin belirlenmesi

Ornekler gézduraldikten sonra, 505 nm dalga boyunda, 37 °C’'de havaya
kars! spektrofotometrede 6igaldi. Ornek sulandirmalarinin % engelleme derecesi,
%30-60 arasina uyacak sekilde hazirlandi.

Omek sulandirmalarinin % engellemesi;
(100-(Asmek X 100)/38.88) x sulandirma katsayisi, formiill ile hesaplanarak

standart egriden SOD miktar: tespit edildi. Elde edilen sonuglar, ayni érneklerden
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6lcllen mg/dl total protein sonucu ile kargilastirthp sonu¢ U/mg protein cinsine

cevrildi.
Ormnekler
Sulandiriimisg érek 25 ul
Karisik substrat 850 ul
Voteksieme safhasi
Ksantin oksidaz 125 ul
1000 pi

3.2.5.Glutasyon peroksidaz diizeyinin belirlenmesi

3.2.5.1.Kitin galigma prensibi

GPX enzimi, kimen hidroperoksid ile beraber glutasyonun (GST)
oksidasyonunu katalize eder. Okside glutasyon (GSSG) NADPH varliginda,
glutasyon reduktaz (GR) tarafindan indirgenir. Bu esnada ise NADPH, NADP'ye
oksitlenir. Bu reaksiyonun meydana getirdigi absorbans azailmasi Sigultp enzim
miktan hesaplanir.

ROOH +2GST_S, GSSG + ROH + H,0

GSSG + NADPH + H* %X, 2GSH + NADP*
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Ayraclann icerikleri Miktari Hazirlanmasi

1.Reagent 10 mi buffer ile
Glutasyon 4 Mm/L sulandiriidi
Glutasyon rediktaz 0.5 UL
NADPH 0.28 mM/L
2.Buffer — Kullanima hazir
3.Kumen hidroperoksid 0.18 mM/L 10 ul'si 10 m! bidistile
su ile sulandirildi
4. Sulandirma tamponu —_— 200 ml bidistile su ile
sulandirildi

3.5.5.2.Karaciger Omeklerinde glutasyon peroksidaz diizeylerinin

belirlenmesi

Omekierdeki absorbanslar asa§idaki iglemler  gergeklestirilerek,

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, 37 °C’de havaya kargi okundu.

Ornek Ayrag kéri
Distile su — 16 pi
Sulandirimig dmek 16 pi —_—
Reagent 800 pl 800 ul
Sulandirma tamponu 32 ul 32 ul

848 ul 848 ul

Yukarida belirtilen iglemier gergeklestirildikten sonra 1. ve 3. dakikalarda

absorbanslar okundu, ilk degerden ikinci deger ¢ikarilip sonug ikiye béllnerek.

Aayrag ora V€ Asme degerleri bulundu. Doku GPX enzim degeri,

(8412XAsmek - 8412XAayrag ksra) X Sulandirma katsaytsi,

formQlinden hesaplandi.
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Elde edilen U/dl GPX dederi, ayni 6mekten elde edilen mg/di total protein
sonucu ile kargilagtirlarak U/mg protein sekline dénusturtlda Oigimi yapilan

6érmek sulandirmalarinin, ayrag¢ kérinden daha yodun olmasi saglandi.
3.2.6 Total protein dlglimii

Total protein, homojenattan kit prosedurine uygun sekilde

spektrofotometride 540 nm dalga boyunda &igiida.
3.3.istatistiksel Analiz

Grup i¢i kargilastirma, Minitab release 11.12 (1996) bilgisayar programinda

2-sample t testi (P<0.05) ile yapiid.
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4.BULGULAR
4.1. Siiperoksid Dismutaz Enzimi

Bltin gruplarda deneme siresince SOD dizeylerinde gézlenen degisimler

Tablo 4.1 ve 4.2'te sunulmustur.

ENR ve DEP grup degerleri (Grafik 4.1), kontrol grup degerieri ile
kiyaslandiginda istatistiksel ©énem arz eden bir farkiihgin (P>0.05) olmadid

gbzlendi.

DAN grubu (Grafik 4.1), kontrol grubu ile kiyaslandiginda 1. ile 2. giinlerde
6nemli (P<0.05) artig, 3. ginde 6nemlii (P<0.05) dusme belirlendi. Aynca, 3.
ginde belirlenen dlzeyin butin denem gruplarinda gézlenen en alt seviye

(P<0.05) oldugu goézlendi.

Tablo 4.1. Deneme siiresince enrofioksasin (ENR), danofloksasin (DAN) ve deneysel
peritonit (DEP) gruplarinda karaciger stperoksid dismutaz (U/mg protein) seviyesinde

gdzlenen degdisimler (n=6, ortamaz ortalamanin standart hatasi)*.

Kontrol 1. glin 2.giin 3. giin 4.giin 5.g0n
ENR 6.71240.50 8.2331+2.10 6.518:1.30 5.78510.89 6.947+1.80 6.550+1.00
A A A A A A
DAN 6.71210.50 35.45:+4.00 56.82+10.00 3.630+0.55 6.410+0.67 6.460+0.67
A 1] ] B A A
DEP 6.712+0.50 5.49010.37 6.140+048 6.630+-0.79 6.558+0.68 5.603+0.77
A A A A A A

*Ayn) satirdaki farkh harfler istatistiksel olarak 8nem (P<0.05) arz eder.
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DEP, DEP+ENR (Grafik 4.2) ve DEP+DAN (Grafik 4.2) gruplan kendi
aralarinda karstlagtiriidiginda gruplar arasinda 6nemli bir degisiklik (P>0.05)
belirienmedi.

Tablo 4.2. Deneysel peritonit (DEP), deneysel peritonit + enrofloksasin (DEP+ENR),
deneysel peritonit + danofioksasin (DEP+DAN) gruplaninda siperoksid dismutaz (U/mg
protein) seviyesinde deneme siiresince gbézienen degdisimier (n=6, ortamaz ortalamanin
standart hatasi)*.

3. glin 4 giin S.giin
DEP 6.63010.79 6.55810.68 §.60310.77
A A A
DEP+ENR 5.218+0.46 7.13310.33 6.002+0.40
A A A
DEP+DAN 4.997+0.32 6.10810.38 6.56510.34
A A A

*Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak 8nem (P<0.05) arz eder

4.2. Glutasyon Peroksidaz Enzimi

Batin gruplarda deneme stresince GPX enzim dlzeylerinde gdézlenen

degisimler Tablo 4.3 ve 4.4'te sunuimusgtur.

ENR grubundaki degerler (Grafik 4.3), kontrol ile kiyaslandiinda 1., 2. ve
3. gunlerde 6nemli (P<0.05) azalma, denemenin 3. gunindeki azalmanin ise 1. ve

2. ginlerdekine gore daha az oldugu (P<0.05) g6ziendi.

DAN grubu (Grafik 4.3) kontrol ile kiyaslandiginda, danofloksasinin tim
deneme stresince 6nemli (P<0.05) azalmalara sebep oldugu ve 2. ve 4. ginlerde

ise en alt seviyeye indigi (P<0.05) belirlendi.

DEP grubu (Grafik 4.3 ve 4.4), kontrol ile kiyaslandiginda, deneysel

peritonitin tim deneme slresince énemli (P<0.05) azalmalara yol aghigi belirlendi.
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Tablo 4.3. Enrofioksasin (ENR), danofloksasin (DAN) ve deneysel peritonit (DEP)
gruplannda karaciger glutasyon peroksidaz (U/mg protein) seviyesinde deneme

stiresince gbzlenen degisimler (n=6, ortama £ ortalamanin standart hatast)*.

Kontrol 1. gin 2.gin 3. gln 4.giin 5.giin
ENR 1.550+0.150 0.427+0.100 0.440+0.120 0.74240.180 1.863+0.290 1.49010.120
A B B C A A
DAN 1.550+0.150 0.636+0.130 0.240+0.037 0.720+0.087 0.2651+0.043 0.760+0.060
A C ' B c B c
DEP 1.550+£0.150 0.820+0.097 1.075+0.080 0.828+0.071 1.03010.065 1.076+0.074
A BC BC B BC Cc

*Ayni satirdaki farkh harfler istatistiksel olarak 6nem (P<0.05) arz eder.

DEP ve DEP+DAN (Grafik 4.4) gruplarinda zaman ile azalan bir dagme,
DEP+ENR (Grafik 4.4) grubunda ise zamanla artan bir dugme tespit edildi. DEP
grubu DEP+ENR ve DEP+DAN grubundaki degerler ile kiyaslandiginda, 3. ve 5.
glnlerde istatistiksel olarak dnemli olan (P<0.05) bir farkliigin oldugu tespit edildi.
Ayrica 3. gin DEP+ENR grubu ile DEP+DAN gruplar arasinda da istatistiksel

yénden énemli olan (P<0.05) farkhlik géziendi.

Tablo 4.4. Deneysel peritonit (DEP), deneysel peritonit +enrofloksasin (DEP+ENR),
deneysel peritonit + danofloksasin (DEP+DAN) gruplarinda karaciger glutasyon
peroksidaz (U/mg protein) seviyesinde deneme suresince gézlenen degigimler (n=6,
ortamaz ortalamanin standart hatasi)*.

3. giin 4. giin 5.gin
DEP 0.828+0.071 1.03040.085 1.076+0.074
A A A
DEP+ENR 1.293+0.090 0.77210.130 0.767+0.130
B A B
DEP+DAN 0.537+0.110 0.718+0.120 0.72010.093
o] A B

*Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak 6nem (P<0.05) arz eder.
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Grafik 4.2 Deneysel peritonit, deneysel peritonit+enrofioksasin,
deneysel peritonit+danofloksasin gruplannda karaciger siiperoksid
dismutaz (U/mg protein) diizeyinde deneme sliresince gbzlenen
degigimler
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Grafik 4.4 Deneysel peritonit, deneysel peritonit+enrofloksasin ve

deneysel peritonit+danofloksasin gruplaninda karaciger glutasyon

peroksidaz (U/mg protein) diizeyinde deneme siiresince gozienen
degisimler
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5. TARTISMA ve SONUG

Karaciger, E.coli ile olusturulan deneysel peritonit enfeksiyonlarindan en
fazla etkilenen organlardan biridir. Bu organda, etkinlegsmis nétrofil ve kupfer
hicrelerinden kéken alan SOR’nin sekillenen o6limlere 6nemli oranda katki
sagladigi ve bu gerekge ile antioksidan enzim duzeyi de§isimlerinin
belirlenmesinde en uygun organin karaciger olacagi belirtiimektedir (Kunimoto ve
ark 1987, Takahashi ve ark 1988, Peralta ve ark 1993, Portoles ve ark 1993).
Ayrica, farkh organlarda antioksidan enzim duzeylerinde meydana gelen
degisimlerin belirlenmesinde, alyuvarlar yerine ilgili organdan alinacak
numunelerde 6igim yapiimasinin daha gergekei sonuglar verecegi bildirilmigtir

(Burr ve ark 1987).

DEP grubunda, deneme suresince GPX dlzeyinde 6nemli digme (P<0.05)
izlenirken, SOD duzeyinde ise herhangi bir degdigiklik gbzlenmemistir. Takahashi
ve ark (1988) Salmonella typhimurium LT-2 ile deneysel peritonit olusturduklar
farelerde, karaciger SOD duzeyinin 3-9. glnlerde %50 oraninda azaldigini, fakat
Salmonelia typhimurium SL-1118 ile enfekte edilen farelerde ise herhangi bir
degisiklik gbzlemediklerini bildirmiglerdir. Diger yandan, E.coli ile DEP
olusturuimus ratlarin kaslarinda GPX dlzeylerinin dlzensiz bir seyir izledidi,
ancak 30. saatten sonra normal dlzeye ulasti§i belirtiimektedir (Peralta ve ark
1993). Kim ve ark (1997) Leptospira interrogans ile DEP olugturulmus kobaylarin
karaciger SOD dizeyinin sadece 2. ginde arttigini bildirmistir. Bu aragtirmalarda
SOD duzeylerine iligkin bulgular Takahashi ve ark (1988)nin Salmonella
typhimurium SL-1118 kullanarak elde ettikleri sonuglar ile benzerlik

gostermektedir. Diger arastirmalar ile gézlenen farkhhidin sebebi, degisik bakteri
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ve deney hayvani kullaniimasi olabilir. Takahashi ve ark (1988)'da ¢aligmalarinda
ayni bakteriye ait farkli sus kullanimi ile farkli SOD dlzeyleri tespit etmiglerdir.
Bununla birlikte enfeksiyonun baglangicinda SOD ve GPX dlzeylerinin
dusebilecedi ve bu durumun fagositlerden fazla oranda ortama salinan O, ve
H,O.'ten kaynaklanabilecedi ifade ediimektedir (Kawai ve ark 1988, Chen ve ark

19986).

ilaglar kendileri SOR Gretebildikleri gibi, karacigerdeki
biyotransformasyonlart esnasinda SOR Uretiimesine aracilik eden olaylara
katilarak da SOR'nin Gretimini artirabiimektedirier (Harvey 1989, Kayaalp 1994).
Bu aragtirmada kullanilan florokinolon grubu antibiyotikler, karacigerde
metabolize olurlar. Florokinolon antibiyotiklerin antioksidan enzimler Gzerine
etkiniigi ile ilgili herhangi bir veriye rastlaniimazken, enrofioksasinin fagositierin
hicre zarinda bulunan NADPH oksidazi etkinlestirerek SOR olusumunu artirdid

ifade edilmektedir (Matsumoto ve ark 1996, Hoeben ve ark 1997).

ENR grubunda denemenin 1., 2. ve 3. gunlerinde GPX dlizeyinde énemli
azalma (P<0.05) tespit edilmesine karsin, SOD dizeyinde ise sadece ilk gin
istatistiksel 6nem arz etmeyen bir artis belirlenmigtir. Hucre igi SOD duzeyinin
etkilenmesi igin yuksek oranda SOR dretilmesi gerektidi ve ortamdaki kiglik
degisimierden dnemli oranda etkilenmedi§i bildiriimektedir (Kawai ve ark 1988). in
vitro sartlarda enrofloksasinin yioksek dozu (10 — 100 pg/ml) ile kemiluminesans
6icim metodu kullanilarak yapilan arastirmalarda, fagositierde s{peroksid
olusumunun arth@ gézlenmigtir (Duncker ve Ullman 1986, Matsumoto ve ark
1996, Hoeben ve ark 1997). Olusan stperoksid radikalinin GPX seviyesini

dastraci etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Turrens 1991, Hasegawa ve ark 1992).
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Bu calismada, enrofloksasinin SOD Gzerinde her hangi bir etki olugturmazken,
GPX duzeyinde yapti§i azalma, SOD dlzeyini etkilemeyecek dizeyde olusan
speroksid olugsumundan kaynaklanabilir. Enrofloksasinin fagositik hlcrelerde
NADPH oksidazi uyararak O, olusumunu artirdii dikkate alindiinda H;O,
olusumu da artiracaktir. Olusan H.O.;'te GPX diuzeyinin azalmasina (H;O; +
2GSH S _,H,0 + GSSG) sebep olabilir. Ayrica enrofioksasin veya metabolitinin

dogrudan etkisi ile de, GPX enziminde azalma gézlenebilir.

Danofloksasin uygulamasi, farelerin GPX dlzeyinde kontrol degerin altinda
seyreden dalgalanmalara neden olurken, SOD dizeyi Gzerinde ise kararsiz bir
etki gostererek, 1. ve 2. glnlerde énemli artisa (P<0.05) 3. ginde dSnemli
dagsmeye (P<0.05) neden oldugu gbézlendi. Fare hari¢ dijer hayvanlarda,
danofloksasin igin Onerilen tedavi dozu, enrofloksasin dozunun (1.25 mg/kg)
yarisi oranindadir. Ancak bu aragtirmada enrofloksasin ile ayni dozda (10 mg/kg)
kullaniimistir. SOD enziminde gbézlenen artisin nedeni dozun fazlahgindan
kaynaklanan asiri SOR Uretimine ile ilgili olabilir. Cinki SOR uyarisi ile SOD
enziminde artis, GPX dlzeyinde ise azaima gdzlenebilece§i bildiriimektedir
(Kawai ve ark 1988, Turrens 1991, Hasegawa ve ark 1992). SOD enziminde
gbzlenen artigin bir diger sebebi de, danofloksasinin dogrudan enzimi uyarmasi
olabilir. Hoeben ve ark (1997) danofloksasinin kemilumimetrik 6lcimde SOR
olusumunu engelledidi, ancak bunun sebebinin denemede kullanilan luminolden
kaynaklandi§ini bildirmislerdir.

Deneysel peritonit olusturulmus farelere enrofloksasin uygulamasi
sonucunda SOD duzeyinde dééigiklik goézienmedi. DEP grubu DEP+ENR grubu
ile kiyaslandiginda GPX dlzeyinin 3. glinde ylUksek diger zamanlarda ise dugik

oldugu gbézlendi. Dijer yandan saglikh hayvanlara enrofloksasin uygulamasi,
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DEP+ENR grubuna gére GPX enziminde daha fazla azalmaya neden oldugu
dikkate alinirsa, enfeksiyon durumlarinda enrofloksasinin GPX tzerindeki yalin
etkisinin azaldig1 g6zlenmektedir. Benzer etki DEP+DAN grubunda da
gbzlenmistir. Bunun durumun, érnekleme zamanindan veya enfeksiyon durumda

SOR disinda kalan diger etkenlerden de kaynaklanabilir.

Deneysel peritonit olusturulmus farelere danofioksasin uygulamasi SOD
enziminde degisiklije neden olmazken, GPX enziminde azalmalara neden
olmustur. Ancak danofloksasinin saglikl hayvanlarda 1. ve 2. gin artig ve 3. gin
azalma yapti§i tespit edilmigtir. Bu sonuglarin deneyse! peritonit olugturulmus
deneklerde gbzlenmemesinin sebebi, enfeksiyon esnasinda olugsan olaylarin
danofloksasinin SOD lzerindeki etkisini degistirmesi ve ya 6rnekieme zamaninin
farkhhi§i olabilir. Her iki ilacin da saglikli hayvanlarda yaptidi enzim
degisikliklerinin deneysel peritonitli hayvanlara uygulanmasi sonucu enzimleri
dashract  etkilerinin azalmasi, ilaglarin  enfeksiyon  durumlarinda
farmakokinetiginin, ozellikle biyotransformasyonlarinin degisikliginden

kaynaklanabilir.

Bu alanda yapilan aragtirmalarda, antibiyotiklerin fagositik hiicrelerde SOR
Oretimini belirlemede kullanilan kemulimumetrik 6icumlerde ve enzim dlzeylerinin
6lchmlerinde birbiri ile geligen sonuglar tespit edilmistir. Bunun baglica sebepleri,
denemede kullanilan hayvan tdrlerinin (Kawai ve ark 1988), laboratuvar
sartlarinin, dozaj rejiminin, kullanilan kimyasallar ve metotiarin farkiilii olarak
belirtiimistir (Duncker ve Ullman 1986, Breheim ve Dahlgren 1987, Van Der
Auwera 1987). Enzim 6lcimlerinde gézlenen farkhilidin diger nedenleri ise 6rnek

sayisi, 6rnekleme zamani ve 6lgim yapilan organlarin farkli oimasidir.
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Sonug olarak;

Enrofioksasinin 6n goérilen tedavi dozunda karaciger SOD enzim
duzeyini etkilemedigi, ancak GPX enzimin dizeyinde ilk G¢ gin
azalmaya; danofloksaninin ise ilk iki ginde SOD enzim dizeyinde
artigsa, Gguncl gin dustuse, GPX enziminde ise deneme suresince
azaimalara neden oldugu tespit edilmistir. Bunun sebebinin tam olarak
anlasgilabilmesi icin SOR'nin ve malondiaidehitin 6icUmierinin de
yapilarak, goézlenen degisimlerin sebebinin SOR’inden mi yoksa
enrofloksasinin dogrudan etkisinden mi kaynaklandidi ortaya
konmahdir.

E.coli ile olusturuimus peritonit durumunda, enrofioksasin ve
danofloksasin uygulamasinin enzimler Gzerindeki etkisinin saglikh
hayvanlardan farkli oldugu gb6zlenmisti. Bu durum, enfeksiyon
durumiarinda SOR retimi disinda kalan diger etkenlerin rol almasindan
ve ya ilacin farmakokinetiginde olusan degisikliklerden kaynaklanabilir.
GPX enziminin, E.coli ile enrofloksasin ve danofloksasin
uygulamalarindan SOD enzimine goére daha c¢abuk etkilendigi

belirlenmigtir.
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6. OZET
S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji ve Toksikoloji (Vet) Anabilim Dah
DOKTORA TEZI/KONYA 2000
Enver YAZAR
Saglikh ve Deneysel Olarak Periton& Olusturuimus Farelerde Florokinolon
Grubu Antibiyotikierin Siiperoksid Dismutaz ve Glutasyon Peroksidaz
Enzimleri Uzerindeki Etkinliginin Arastinimasi, 98/094
Bu aragtirmada, enrofloksasin ve danofioksasinin saglikii ve deneysel
olarak peritonit olugturulmus farelerin karaciger siperoksid dismutaz ve glutasyon
peroksidaz enzim dlzeylerine etkilerinin belirlenmesi amaclandi. Bu amagla 132
adet beyaz fare kullanildi. Fareler, kontrol grubu, enrofloksasin grubu,
danofloksasin grubu, deneysel peritonit grubu (canl E.coli), deneysel peritonit
(canh E.coli) + enrofloksasin ve deneysel peritonit (canli E.coli) + danofloksasin
grubu olmak Uzere 6 gruba ayrildi. Karaciger dokusu orneklerindeki enzim
dazeyleri spektrofotometre ile 6lgulda.
Yapilan dicimler sonucunda, danofloksasinin sGperoksid dismutaz enzim
dizeyini ilk iki gan artirdi§i Gglnel gin dasardaga, enrofloksasinin ise glutasyon
peroksidaz enzimin dizeyini ilk 0¢ gun distrdtga tespit edilmistir. Danofloksasin

ve E.coli uygulamasinin ise tum deneme sUresince glutasyon peroksidaz

enziminde azalmalara neden oldugu gézlenmistir.
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7.SUMMARY
Investigation Of Effects of Fluoroquinoione Antibiotics on Superoxide
Dismutase and Glutathione Peroxidase Enzyme Levels in Healthy and
Experimentally Induced Peritonitis Mice, 98/094

In this study, it was investigated that effects of fluoroquinolone antibiotics
on superoxide dismutase and glutathione peroxidase enzyme levels in healthy
and experimentally induced peritonitis mice. 132 mice randomly divided into six
groups. Group 1 served as control, group 2 was injected enrofloxacin, group 3
was injected danofioxacin, group 4 was injected live E.coli, group 5 was injected
live E.coli and enrofloxacin and group 6 was injected live E.coli and danofloxacin.
Liver antioxidant enzyme levels were measured by spectrophotometer.

As results, enrofloxacin caused a decrease glutathione peroxidase enzyme
level at first three day, and danofloxacin caused an increase superoxide
dismutase enzyme level at 1% and 2 day and a decrease at 3° day.
Danofloxacin and E.coli caused a decrease glutathione peroxidase enzyme level

during all experimental period.
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