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OZET

BAZI ANTITUBERKULOZ ILAC VE KARISIMLARININ RATLARDA
GENOTOKSIK ETKILERI

Bu c¢alismada izoniazid (INH), pirazinamid (PYR), rifampisin (RIF) ve bunlarin
karigimlarinin ratlarda DNA ve kromozomal diizeyde genotoksik etkilerinin arastirilmasi
amaclandi. Calismada 40 adet 1.5 aylik Wistar Albino 1rki erkek sican kullanildi; kontrol ve
deneme grubu olmak iizere 5 grup olusturuldu. Kontrol grubundaki ratlara (grup 1) 90 giin
boyunca gavajla mideye izotonik sodyum kloriir ¢ozeltisi verildi. Deneme grubundaki ratlara
90 giin boyunca sirasiyla 31.5 mg/kg INH , 189 mg/kg PYR , 54 mg/ kg RIF ve ayn1 dozlarda
INH+RYR+RIF karisimi1 gavajla mideye uygulandi. Calismanin sonunda hafif eter anestezisi
altindaki hayvanlardan kalbe punksiyon yapilarak heparinli tiiplere kan 6rnekleri alindi. Ratlar
kan oOrnekleri alimini takiben servikal dislokasyonla otenazi edildi; karaciger ve bobrek
dokular1 alindi. Ornekler Komet ve Mikroniikleus(MN) teknikleri ile degerlendirildi. Kontrol
grubuna gore deneme gruplar1 degerlendirildiginde tam kan 6rneklerinde INH, RIF ve karigim
gruplarinda kafa yogunlugunda azalma ve kuyruk yogunlugunda artis, kuyruk gocilinde ise tiim
deneme gruplarinda artis; karaciger dokusunda PYR ve karisim verilen gruplarda bas
yogunlugunda azalma, kuyruk yogunlugunda artis, kuyruk gocii degerlerinde ise PYR, RIF ve
karisim gruplarinda yiikselme; bobrek dokusunda INH, RYR ve karisim verilen gruplarda bas
yogunlugunda azalma kuyruk yogunlugunda artig, karisim grubu kuyruk gocli degerinde ise
yiikselmenin oldugu belirlendi (p<0,001). Tam kanda yapilan mikroniikleus analizinde kontrol
grubuna gore yalnizca RIF verilen grupta yiikselmenin oldugu gozlendi (p<0,001).
Biyokimyasal parametreler incelendiginde kontrol grubuna gore RIF, INH ve karisim gruplari
plazma, karaciger, bobrek MDA diizeylerinde anlamli yiikselmenin oldugu (p<0,05); kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda diger gruplarin plazma NO diizeylerinin yiikseldigi, karaciger
ve bobrek NO diizeylerinde ise PYR haricindeki gruplarda kontrol grubuna goére anlamli bir
artisin oldugu (p<0,05) gozlendi. Calisma sonucunda siganlara 90 giin boyunca verilen
antitiiberkiiloz ilaglarin ve ila¢ karisimlarinin ratlarda kan, karaciger ve bobrek hiicrelerinde

farkli derecelerde DNA hasarina yol agtig1 belirlendi.

Anahtar kelimeler: Antitiiberkiiloz ila¢, Rat, Genotoksisite, Komet, Mikroniikleus



ABSTRACT

GENOTOXIiC EFFECTS OF SOME ANTITUBERCULOSIS DRUG AND
MIXTURES IN RATS

In this study 1.5 months age 40 male albino Wistar rats were used, five groups were
formed for one control and four experimental groups. Rats in the control group 90 days
isotonic sodium chloride solution were administered by gastric gavage. The treatment group
90 days in the 31.5 mg/kg INH, 54 mg/ kg RIF, 189 mg/kg PYR and mixture of the same
doses of INH+PYR+RIF administered into the stomach with gavaj. At the end of the study,
under light ether anesthesia blood samples were collected into heparinized tubes by heart
puncture. Following the ingestion of blood samples; rats were euthanized by cervical
dislocation, liver and kidney tissue samples were collected. Samples were evaluated by Comet
assay and Microniicleus (MN) techniques. When experimental groups compared to control
groups INH, RIF and groups of the mixture head intensity decreased and tail intensity
increased and tail migration increased in all treatment groups in the blood samples. PYR and
mixture groups; head intensity decreased, tail intensity increased and PYR, RIF and mixture
groups tail migration increased In the liver samples. in kidney samples head intensity levels of
INH, RIF, and mixture groups decreased, tail intensity increased and tail migration of mixture
group increased (p< 0.001). According to cotrol group micronucleus analysis of whole blood
only RIF group MN rate increased (p <0.001). Analysis of biochemical parameters in the
control group RIF, INH and the mixture groups plasma, liver, kidney MDA levels was
significantly rise (p <0.05). Plasma NO levels increased in the control group compared to the
other groups. All groups except PYR, the liver and kidney NO levels were significantly high
compared to control group (p <0.05) were observed. The result of this study was decided that
antituberculosis drugs and their combinations implementation of rats for 90 days caused to

double strande breake of DNA at different degrees in blood, kidney and liver cell damage.

Key words: Antituberculosis Drugs, Rat, Genotoxicity, Comet, Micronucleus



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Diinyada enfeksiyon hastaliklarina bagl 6liimlerde tiiberkiiloz halen en 6nemli neden olarak
giincelligini korumaktadir. Mycobacterium avium’un yavas ¢ogalmasi, hiicre duvarini pek ¢ok
ilacin gecememesi ve direng gelisiminin yaygin olmasi; hastanin tedaviye uyumu ve kullanilan
ilaglarin toksik etkileri gibi nedenler bu hastaliklarin kronik bir seyir izlemesine ve tedavinin
uzun siirmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle tedavide genellikle en az iki degisik ilacin uzun
stireli kullanilmasi gerekmektedir. Tiiberkiiloz tedavisinde isoniazid, RIF, PYR,

etambutol ve streptomisinin oldugu kombinasyonlar siklikla kullanilmakla birlikte, bu
ilaclarla yapilan tedavi rejimlerinde basta hepatotoksik ve ototoksik etkiler olmak {izere pek
cok istenmeyen etkilerin olusabildigi de bildirilmektedir. Ancak tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilan ilaglarin ve ilag kombinasyonlarinin gen diizeyinde etkilerine yonelik bilgiler
sinirhidir. Bu ¢alismayla tiiberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullanilan INH INH, PYR, RIF
ve bu ilaglarin karigiminin ratlarda DNA diizeyindeki olasi genotoksik etkilerinin ortaya

konulmas1 amag¢lanmaktadir.

GENEL BIiLGILER

TUBERKULOZ VE TEDAVISI

Tiberkiiloz, insanlik tarihinin bilinen en eski hastaliklarindan biri olup, diinya iilkelerinde
morbidite ve mortalitesi en yiiksek olan, yavas ve sinsi gelisen kronik bir hastaliktir (Akyol
1994, Akyol 1997, Cohen 1997). Onlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastalik olmasia karsin
tilkemizde ve tiim diinyada halen sorun olmaya devam etmektedir (Arpaz 2001). Diinyadaki
tim Oliimlerin %7’sinden ve gelismekte olan iilkelerdeki onlenebilir yetiskin Sliimlerinin
%26’sindan tiiberkiilozun sorumlu oldugu bildirilmektedir (Topcu 1996). Tiiberkiiloz
hayvanlarda da gozlenen ve ruminatlarda 6nemli ekonomik kayiplara yol agan, zoonotik
karakterli bir hastaliktir. Tiiberkiiloz tedavisinde temel ilkeler bakterinin duyarli oldugu en az
iki degisik ilacin kullanilmasi ve hastaligin tekrarlanmasini 6nlemek igin tedavi siiresinin
yeterli tutulmasidir (Liebert 2004). Tiiberkiiloz tedavisinde enfeksiyona karsi en giiglii
diizeyde etki gosteren ancak toksik etkileri oldugu bilinen INH, PYR, RIF, etanbutol ve
streptomisin yaygin olarak kullanilmaktadir (Bass 1994).

Kemoterapi donemi, 1944°de streptomisinin bulunmasi ile baglamistir. Baslangigta ¢ok etkili



sonuglar alinmasina ragmen kisa bir siire sonra yliksek oranda goriilen niiksler nedeniyle
direncli basil kavrami ortaya ¢ikmistir. 1950°de INH’in bulunmasi sonucu ikili ve iiglii ilag
kombinasyonlartyla, etkili kemoterapi donemi baslamistir. ‘Standart Kemoterapi® olarak
adlandirilan bu tedavi rejimlerinin 18-24 ay kullanimi ile hastaligin tedavi edilebildigi
anlasilmistir. Bu donemde yeni ilaglar bulunmus (1954’te PYR, 1961°de etambutol),
intermittant ve ayaktan tedavinin etkinligi anlasilmis ve 12 aylik tedavi siiresinin yeterli
oldugu goriilmiistiir. 1967 yilinda RIF’in bulunmas: ile kisa siireli kemoterapi donemi

baslamistir (Karagoz 1998, Topgu 1996).

Antitiiberkiiloz tedavisinde kullanilan INH, PYR, RIF grubu ilaglarin en 6nemli yan etkisinin
hepatotoksisite oldugu bildirilmektedir (Petri 2001). Panchabhai ve ark (2008) tarafindan
yapilan ¢aligmada 31.5 mg/kg INH, 54 mg/kg RIF,189 mg/kg PYR kombinasyonunu 90 giin
stire ile gavaj yolu ile ratlara uygulamis; deney sonunda yapilan histopatolojik
degerlendirmede karacigerde nekroz, dejenerasyon ve fibroz olusumu gorildiigii bunun
yaninda yapilan biyokimyasal degerlendirmede serum bilurubin ve karaciger enzim
degerlerinde herhangi bir degisiklik olmadigi bildirilmistir. Saraswathy ve ark (2001)
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada 15 mg/kg INH, 20 mg/kg RIF, 35 mg/kg PYR
kombinasyonu 6 hafta siire ile intragastrik olarak uygulanmis; deney sonunda yapilan
analizlerde antituberkiiloz ilaglarinin NADP-sitokrom p-450 rediiktaz ve NADP-sitokrom-b5
rediiktaz degerlerinde artisa Ssebep oldugu ve kombinasyonun hepatotoksik oldugu
bildirilmistir.

izoniazid

INH giiniimiizde tiiberkiiloz kemoterapisi kombinasyonlarda oncelikle bulunmasi istenen
ilaglardan birisidir. Istenmeyen etkilerini tolere edebilen hastalarda INH duyarh tiiberkiiloz
basili tiirlerinin neden oldugu tim hastaliklarda kullanimi 6nerilmektedir. Bir 6n ilag olan
INH mikobakterinin katalaz-peroksidaz enzimi tarafindan aktif bir metabolitine donistiirtiliir.
Bakteri icine giren INH, orada bir peroksidazin etkisiyle hidrazine ve nikotinik asidin
antimetaboliti olarak etki yapan ve bir koenzim A tiiriiniin sentezini bozan izonikotinik aside
doniistir (Bruton 2009). Karacigerde N-asetillenerek, kismen de izonikotinik aside doniiserek
metabolize edilir, asetil metaboliti inaktif, digeri ise aktiftir. Asetillenme en 6nemli

biyotransformasyon mekanizmasimi olusturur. INH metabolitlerinden monoacetyl-hydrazine,



N-hydroxilasyona ugrayarak reaktif ve hepatotoksik 6zelligi olan asetil serbest radikallerini
olusturur (Kigiiker, 2005).

Istenmeyen etki olarak genellikle akut hepatoselluler tipte hasar yapar. Bunun yaninda
kolestatik hasara da neden oldugu bildirilmistir. Idiosinkrotik tipteki (6nceden tahmin
edilemeyen) bu reaksiyonlarda metabolitlerinin, 6zellikle monoasetilhidrazinin (MAH) rol
oynadigi 6ne siiriilmektedir. MAH, mikrozomal P-450 enzimleriyle hepatotoksik olan diger

bilesiklere cevrilmektedir (Iseman, 2002).

Rifampisin

Tiiberkiiloz tedavisinde 6nemli bir ilagtir. Hizli ¢cogalan basillere karsi erken bakterisidal etkili
ve yari-dormant basillere karsi da sterilizan etkilidir. Hiicre i¢i ve hiicre disindaki
mikobakterilere karsi bakterisid etki gosterir. RIF’ler (RIFampin, RIFabutin, RIFapentin)
Amycolatopsis mediterranei tarafindan iretilen ve yapisal benzerlik gosteren kompleks
makrosiklik antibiyotiklerdir (Farr, 2000). Mikobakterilerde ve diger mikroorganizmalarda
DNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimini stabil bir ilag-enzim kompleksi olusturarak INHibe
eder. Boylece RNA sentezinde zincir olusumunun baslangig asamasini (zincir elangasyonu
etkilemez) baskilar. RIF yalnizca holoenzime baglanir, ancak asil etki yeri bu kompleks enzim
B alt birimidir. Degisik Okaryotik hiicrelerden elde edilen niikleer RNA polimerazlar
RIFampine baglanmazlar. Bu nedenle 6karyotik hiicrelerde RNA sentezini etkilemezler. lacin
oral uygulamalar i¢in tek basina ve diger ilaglarla kombine preparatlart vardir (Bruton ve ark,
2009). RIF karaciger hiicrelerinden bilirubin itrahin1 azaltarak bilirubinemiyi yiikseltebilir.
Hepatoselluler zedelenmeye neden olarak serum transaminazlarinin diizeyini yiikseltir.
Hepatit olusturabilir. Daha Once karaciger yetmezligi olan olgularda bu hasari artirabilir
(Kayaalp, 2002). INH ile birlikte kullanildiginda additif toksik etkilesmeyle hepatotoksisite
riski artar; ayrica INH hidrolaz enzimini indiikleyerek INHin toksik metabolitlerinin diizeyini
de artirir (Iseman, 2002). Tubuler nekroz, interstisyel nefrit, glomerulit, damar i¢i hemoliz,
immunglobulin depolanmasi, akut renal yetmezlik meydana gelebilir. Nadiren miyelomay1
taklit eden hafif zincir nefropatisi de bildirilmistir (Edward 2004). Hemolitik anemi, sok ve
akut renal yetmezlige neden olabilir (Kayaalp, 2002).



Pirizinamid

Tedavi siiresini kisaltma 6zelligi nedeniyle INH ve RIF’den sonra en dnemli ii¢iincii major
ilagtir. Ik defa 1950’lerde etkisi gdsterilmis olan ila¢ yakin zamana kadar minor tedavide
kullanilirken artik giinlimiizde major ila¢ seklinde INH ve RIFle kombine olarak
kullanilmaktadir. PYR etkisini hem ¢ogalma halindeki, hem de dormant duruma ge¢cmis
mikobakteriler tizerinde gosterir. INH kadar olmasa da tuberkulisid etkisi yliksek olan PYR
kombinasyona dahil edilmedigi tedaviler sonrasi niiks oraninin, PYR’in bulundugu
kombinasyon ile yapilan tedavilere oranla yiikksek bulundugu bildirilmistir (Kiigtiker, 2005).
PYR tiiberkiilozun kisa siireli ¢oklu ilagh tedavisinde siklikla kullanilan bir ilagtir. PYR
gastrointestinal sistemden iyi emilir ve tiim viicutta genis bir dagilim gosterir. Viicuttan
bobreklerden, agirlikli olarak da glomeruler filtrasyon ile atilir. PYR en ciddi yan etkisinin
karaciger hasari oldugu; belirgin karaciger hasarinin ortaya ¢ikmasi durumunda tedavinin

durdurulmasi gerektigi bildirilmektedir (Bass ve ark 1994).

GENOTOKSISITE

Fiziksel ya da kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasar genotoksisite olarak
adlandirilmaktadir (Kramer 1998). Genotoksik olarak isimlendirilen kimyasallar, yan
etkilerini genetik materyalle etkilesime girerek gosterirler (Gallway 1994). Genetik
materyalde olusan hasar, hemen tamir edilmediginde DNA sekansinda degisiklikler olusur.
Eger degisiklikler 6liimciil degilse mutasyon gibi kalitsal degisiklikler olusur. Bu degisiklikler
gen diizeyinde olabildigi gibi, kromozom aberasyonlar1 seklinde de olabilmektedir (Kramer,
1998).

Gen diizeyinde toksisitenin ortaya konulmasinda komet, mikroniikleus, floresan insitu
hibridizasyon (FISH) ve RNA ekspresyon analizleri yaninda biyolojik sivilarda
malondialdehit (MDA) (Esterbauer ve ark 1991), nitrik oksit (NO) (Liu 1995) ve 4-

hidroksinonenal (Esterbauer ve ark, 1991) gibi parametreler kullanilmaktadir.

Komet Teknigi

Tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) olarak da bilinen komet yontemi DNA hasariin 6lgiimii
icin kullanilan hizli, basit ve hassas bir yontemdir (Collins,1997). Bu teknik klinik
arastirmalardan genetik toksikoloji ve molekiiler epidemiyoloji gibi toksikolojinin pek ¢ok

alaninda 6nemli uygulama alanlarina sahiptir ( Donnely, 2001). Diger genotoksisite testlerine
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oranla diisiik diizeylerdeki DNA hasarinin tayininde daha hassas olmasi, az sayida hiicrenin
yeterli olmasi, ¢esitli doku hiicre tiplerinde uygulanabilmesi (standart maus lenfoma L5178Y
kiltiir hiicresi, insan lenfosit ve 16kositleri, hepatosit, bukkal epitelyum hiicresi, sperm hiicresi
vb) ucuz olmasi, giivenilir olmasi, uygulanabilirliginin kolay olmasi ve kisa siirede testin
tamamlanmasi, yontemin avantajlarindandir (Tice 1990, McNamee 2000, Hartmann 2003,
Giovanelli 2003).

Komet teknigi ilk olarak, Ostling ve Johanson (1984) tarafindan gelstirilmistir. Yontem temel
olarak diisiik kaynama noktali agaroz ile kaplanmis lamlara hiicrelerin gomiilmesini takiben
par¢alama tamponu ile muamele edilip elektroforez isleminin gerceklestirilmesi ve florasans
ozellikli boyama soliisyonlar1 ile boyanarak floresan mikroskopta degerlendirilmesi esasina
dayanir (Collins, 1997). Ostling ve Johanson’m gelistirdikleri teknikte kullanilan lizis sartlari
notral pH> da oldugu i¢cin DNA baz ciftleri ayrilmadigindan sadece ¢ift DNA sarmal
kiriklarinin belirlenmesi miimkiindiir. Teknik daha sonra Singh ve arkadaslar1 tarafindan lizis
islemi bazik kosullarda yapilarak degistirilmis ve sadece sarmal kiriklarinin degil bazik
kosullarda belirlenebilen hasarlarin, DNA c¢apraz baglarinin ve tamamlanmamis Kesip-
cikarma onarimimin gercgeklestigi bolgelerin belirlenmesine de olanak saglamistir (Singh

1988).

Komet tekniginde ilk asamada deterjan ve yiiksek tuz konsantrasyonlari ile hiicrelerin zarlari
patlatilir, protein baglar1 ¢oziiliir ve DNA agi18a ¢ikarilir. Boylece DNA’nin negatif yiiklii kirik
uclart hasarli DNA elektroforez sirasinda pozitif yiiklii uca yani anoda dogru go¢ ederler.
Bunun sonucunda da kuyruklu yildiz goriinlimii (komet) olusur. Hasarsiz DNA’ ya sahip
hiicreler degismeden kalir. Elektroforez islemi, diisiik elektrik akiminda yapilir; lamlar akridin
oranj, etidyum bromiir gibi floresan boyalar ile boyanir. Floresan boyama sonucunda hasarli,
az hasarli ve hasarsiz DNA’ya sahip hiicreler, bas bolgesinde hare ile floresan boyanmanin
capima gore degerlendirilir. DNA go¢ii hem DNA’nin biiyiikliigiine hem de DNA’daki kirik
sayisina baglidir. Kuyruk uzunlugu hasara bagl olarak artar ancak elektroforez sartlarina bagh
olarak en yiiksek diizeye ulasir. Diisiik hasar diizeylerinde DNA’da gdcten c¢ok yayilma
gortliirken, kirik sayisinin artmasiyla DNA pargalar1 kuyruga dogru goc etmeye baslar ve ¢ok
hasarl1 hiicrelerde (apoptotik) bas ve kuyruk tamamen ayrilmistir (Duty 2002). Kuyruktaki
floresan siddetinin hiicrenin bas tarafina gore karsilagtirilmasiyla sarmal kiriklarin sayisi

hakkinda bilgi edinilebilir (Morris 2002).
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Hasarsiz hiicrelerde ¢ekirdek parlaktir ve floresan siddeti bas tarafta yogundur, ancak DNA’da
kiriklar s6z konusu oldugunda floresan c¢ekirdekten anoda dogru yayilarak kuyrukta
siddetlenir. Komet teknigi, hasarli hiicrelerde floresanin bas taraftan kuyruga gegisini
yansittigindan DNA hasarinin kantitatif olarak belirlenmesinde kuyruk momenti, kuyruktaki

DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu 6nemli parametrelerdir ( Bauch 1999).

Mikroniikleus Teknigi

Laboratuvar hayvanlar1 lizerinde yapilan genotoksisite ¢aligmalarinda DNA diizeyinde olusan

hasarin tesbiti i¢in kullanilan yontemlerden birisi de mikroniikleus teknigidir (Recio 2010).
Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil

olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan kéken alan olusumlardir.
MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin  indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Zijno 1994).
Mikroniikleus mitotik hiicrelerdeki kromozom fragmentlerinden ya da anafazda ge¢ kalarak
her 2 kardes ¢ekirdege dahil olamayan kromozomlardan kaynaklanir. Mikroniikleusun igerdigi
kromozomal fragmentler; Oncelikli ig ipligi kinetokor ya da diger mitotik aparatlarin
fonksiyon kaybindan, kromozom alt birimlerinde olusan hasarlardan, hiicresel fizyolojideki
degisimlerden ve mekanik pargalanmalardan kaynaklanmaktadir. Mikroniikleus i¢eren hiicre
sayisindaki artig, maruz kalinan klastojenik (DNA’y1 hedefler, kromozom kirilmalarina sebep
olur) veya andjenik (kromozom sayisinin degisimine etkilidir, genellikle DNA’y1 hedef

almaz) ajanlarin genotoksik etkilerini yansitan bir parametredir (Fenech 2000).

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin 6l¢iilmesinde1970’lerde hayvan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya
baslanmistir (Widel 2001, Jagetia 2001). Mikroniikleus tekniginde kiif mantarlarinin
metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi
durdurma esasina dayanmaktadir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B
ilavesiyle, c¢ekirdek  boliinmesini  tamamlamis, ancak sitoplazmik  bdliinmesini
gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla taninarak ayrilabilmekte ve MN
bulunduran hiicrelerin oran1 saptanabilmektedir. incelenen alanda, kiiltiir siiresi icinde ikinci

boliinmesini tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir (Demirel, 2002).
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Genotoksisite ve Lipid peroksidasyon

Genel bir tanimlama ile lipid peroksidasyon; membran lipidlerinin oksidatif hasarla
bozulmasidir. Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerce kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olusturur. Organizmada serbest
radikallerce olusturulan lipid peroksidasyonun belirlenmesi amaciyla biyolojik orneklerde
lipidlerin peroksidasyonu sonucu olusan son iriinlerin (MDA gibi), kendisi de bir serbest
radikal olan NO diizeylerinin dlglimiiyle yapilabilmektedir (Altinigik 2001, Chessman 1993,
Cross 2007, Gutteridge 1995, Halliwell 2001).

[lag ve kimyasal maddelerin toksik etki mekanizmalarindan birisi de serbest radikal
olusumunu tetiklemeleri ve dolayisiyla organizmada lipid peroksidasyona yol a¢malaridir.
Lipid peroksidasyonun son iiriinii olarak agiga ¢ikan malondialdehit (MDA) (Esterbauer ve
ark 1991) ve nitrik oksit (NO) (Liu, 1995)’nun gen hasarina da yol agtig1 bilinmektedir. Nitrik
oksitten kaynaklanan reaktif tiirler DNA ve proteinlerin igerdigi niikleofil gruplar tepkimeye
girerek bu makromolekiillerin yapilarinda ve neticede fonksiyonlarinda degismelere neden
olurlar. Reaktif nitrojen oksit tiirleri DNA’da zincir kirilmalart ve baz modifikasyonlarina
neden olabildiklerinden dogrudan DNA aktivitesi tizerinde etkili olabilirler (Kiling 2003). 4-
hidroksi nonenal de lipid peroksidasyon kaynakli gen hasarinin belirlenmesinde kullanilan bir

parametredir (Esterbauer ve ark, 1991).

GEREC VE YONTEM

Deneysel Calisma

Calisma E.U. Yerel Etik Kurulundan (EU HADYEK) alinan onay sonrasi etik kurul
yonergesine uygun bir sekilde yiiriitiildii. Calismada 40 adet 1.5 aylik Wistar Albino 1k erkek
rat kullanild; kontrol, INH, PYR, RIF ve karisim (INH+PYR+ RIF) grubu olmak iizere 5 grup
olusturuldu. Kontrol grubundaki ratlara (grup 1) 90 giin boyunca gavajla mideye izotonik
sodyum klortir ¢ozeltisi verildi. Deneme grubundaki ratlara 90 giin boyunca izotonik sodyum
kloriir ¢6zeltisi iginde sirasiyla 31.5 mg/kg INH, 189 mg/kg PYR, 54 mg/ kg RIF ve aym
dozlarda INH, PYR, RIF karisimi gavajla mideye uygulandi. Calisma siiresi sonunda ratlardan
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ketamin-ksilazin anestezisi altinda kalpten heparinli ve kuru tiiplere kan 6rnekleri alindi. Kan

ornekleri alinan ratlarin servikal dislokasyonu takiben dokular1 alindu.

Heparinli tiiplere aliman kan 6rneklerinin bir kismi mikroniikleus ve komet analizleri igin
alind1 ve ayn1 giin komet analizleri ve MN i¢in kan numunelerinin ekim islemleri yapildi.
Kalan kan 6rnekleri 3000 devirde 10 dakika santRIFij edilerek serum ve plazmalarina ayrildi.
Serum ve plazmalar analiz zamanina kadar — 80 C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.
Doku orneklerinin bir kismi komet teknigi i¢in taze olarak alindi ve giin iginde komet
analizleri yapildi. Dokularin kalan kismi lipid peroksidasyon analizlerinde kullanilmak {izere

— 80 C’lik derin dondurucuya alindi.

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak dokulara 1:5 oraninda pH 7 fosfat tampon katild1 ve
dokular soguk ortamda mekanik homojenizatérde (20 000 devirde 30 sn) homojenize edildi.
Homojenatlar sogutmali yiiksek devirli santRIFijde (20 000 devirde 1 saat) santRIFij edildi

ve siipernatantlar ependorf tiiplerine alindi. Numunelerde MDA ve NO analizleri yapildi.

Genotoksisite testleri

Komet deneyi 6ncesinde mikroskop lamlari Ca ve Mg ari DPBS ile hazirlanan % 1°lik normal
kaynama noktali agar (NMP) c¢ozeltisi ile kaplandi ve oda isisinda bekletilerek agar
tabakasinin jellesmesi saglandi. Alinan 6rneklerde komet ¢alismast Tice ve ark (2000)’inca
belirtilen yontem kullanilarak yapildi. Yonteme gore deney oncesi hazirlanan % 1°lik NMP
cozeltisi kapli lamlara 75 plL % 0.5°lik diisik kaynama noktali (LMP) agar ¢ozeltisi ile
20uL’lik tam kan ve homojenize edilmis karaciger ve bobrek doku ornekleri karigtirilarak
eklendi. Lamlar + 4 °C’de 10 dk. bekletilerek agarin jellesmesi saglandi. Lamlarin tizerine 75
uL % 0.5°1ik diisiik kaynama noktali (LMP) agar ¢ozeltisi ile ikinci tabaka olusturuldu. Ikinci
kat agarin jellesmesi saglandiktan sonra lamlar 1 saat siireyle + 4 °C’de sogutulmus lizis
¢ozeltisinde (2.5 m NaCl, 100 mM EDTA, % 1triton-x ve % 10 DMSO bulunan, pH 10)
bekletilerek hiicre membranlarinin erimesi ve hiicre ¢ekirdeklerinin agiga ¢ikmasi saglandi.
Lize edilmis lamlar elektroforez tamponunda ( pH 13 ,300 mM NaOH ve 1 mM EDTA) 25
dakika bekletildikten sonra 20 dk siireyle 25 volt ve 300 mA’de elektroforez islemine tabii
tutuldu. Islemin sonunda lamlar karanlik ortamda 5’er dK siireyle nétralizasyon tamponu (pH
7.5, 0.4 M tris-HCI ) ile ii¢ set muamele edildi. Notralizasyon sonrasi metanolde 5 dk

bekletilen 6rnekler oda 1sisinda kurutuldu ve boyama islemine gegildi. Etidyum bromide ile
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boyanan preparatlar Leica DM-1000 floresan mikroskop altinda bilgisayar destekli komet
goriintii analiz program1 (KOMET Assay IV, Perceptive Instruments Ltd., UK) kullanilarak
incelendi. Her numune i¢in hazirlanan prepratlarda 100 komet sayildi ve sonuglar kafa
yogunlugu, kuyruk kuyruk yogunlugu kuyruk gocii parametreleri yoniinden istatistiksel olarak
degerlendirildi.

MN teknigi uygulanacak orneklerin islenmesi Fenech ve ark. (2000) bildirdigi yonteme gore
yapildi. Heparinli enjektore alinmis kan 6rnekleri  RPMI 1640 medyum igerisine (%20 Fetal
bovine serum, % 2 fitohemaglutinin,1 ml penisilin-streptomisin) steril kabin icerisinde 0,5 ml
olacak sekilde ekildi ve 37 °C lik CO’lik etiivde inkiibasyona birakildi. EKilen numunelere
ekimin 21. saatinde 50 pl Mitomisin-C, 42. saatte ise 75ul Sitohalozin-B ilave edildi ve 62.
saatte ¢ikarim asamasi baslatildi. Cikarim prosediiriinde 1000 rpm de 8 dakika santRIFij
edilen 6rneklerin siipernatant kismi atilarak hipotonik KCL ¢ozeltisi (0,075 M) eklendi. 2000
rpm de 3 dakika santRIFij edilen orneklerin siipernatant kisim atilarak 5 ml fiksatif ilave
edildi ve preparasyon asamasina kadar
-20 °C de muhafaza edildi. Preparasyon asamasinda 2000 rpm de 3 dakika santRIFij edilen
orneklerin siipernatant kismi atilarak fiksatif (6 ml metanol + 1 ml asetik asit ) ilave edildi ve
preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar giemza boyasi ile boyand: ve 151k mikroskobu

altinda 1000 adet biniiklear hiicre sayilarak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Biyokimyasal Analizler

Plazma ve doku 6rneklerinde MDA ve NO analizleri yapild. Istatistiksel analizler tek yonlii
varyans analizi ve ardindan Duncan testi ile yapildi. Sonuglar aritmetik ortalama+standart
sapma seklinde verildi.

MDA tayinlerinde Yoshioka ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem (1979) kullanildi (Tablo 1).
Metodun prensibi iki molekiil TBA’nin bir molekiil MDA ile asit ortamda sitokiyometrik
olarak reaksiyona girerek pembe renkli bir {iriin olusturmasi esasina dayanir. Olusan bu bilesik

532—535 nm’de maksimum absorbans verir.
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Tablo 1. MDA analizi

Kullanilan maddeler Kor Numune

Vida kapakli cam tiipler kullanildi

Numune -- 0.5ml
TCAA ¢ozeltisi 3.0ml 2.5 ml
TBA ¢0zeltisi 1.0 ml 1.0 ml

Tiipler 30 sn vortekslendi ve kapaklar1 kapatildi.

Tiipler 30 dakika 90 °C’ lik su banyosunda tutuldu, siire sonunda tiipler buzlu soguk suda
sogutuldu.

n- Butanol 4.0 ml 4.0 ml

Tiipler 3000 devirde 10 dakika santRIFij edildi.

Ust tabaka (n-butanol) kuvartz kiivete alind1 ve 535 nm’de kore kars1 okundu.

Degerler 1.1.3.3. tetraetoksipropan c¢ozeltisi ile hazirlanan kalibrasyonlara gore plazma
orneklerinde nmol/ml, doku 6rneklerinde ise nmol/mg protein seklinde hesaplandi.

NO tayinide Griess reaksiyonu olarak bilinen diazotizasyon yontemi (Tracey, 1995) kullanild:
(Tablo 2). Griess reaksiyonu, nitrit iyonlarina duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite
indirgenmesi in vivo olarak olusan NO’nun gercege yakin miktarlarda Slgiimiinii saglar. Bu
yonteme gore NO ve siilfanilamidin asit ortamda N(1-naftil) etilendiamin ile reaksiyon
vererek pembe renkli kopleks olusturmast ve bunun 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbansin 6l¢giilmesi esasina dayanmaktadir. Bu reaksiyon sadece NO2~
ile olusur. NO oksidasyon iiriinleri olan NO2™ ve NO3™ ise karisim halde bulunur, bu nedenle

reaksiyon ortamina nitrat rediiktaz ilave edilerek NO3~, NO2™ ye doniistiiriiliir.
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Tablo 2. NO aktivitesi tayini i¢in ¢alisma semasi

Kullanilan maddeler Stok ¢ozeltiler Alinan miktar (ul)

Plazma, fosfat tamponu ya - 18
da standart

Distile su - 132

Fosfat tamponu pH 7.5,0.33 M 60

NADPH 0.86 mM 30

FAD 0.11 mM 30

Nitrat rediiktaz 1 U/ml 30

Karanlikta, oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edildi.

Griess reaktifi

600

Toplam hacim

900

kars1 okundu.

10 dk oda 1s1sinda inkiibasyonun ardindan numunelerin 540 nm’deki absorbansi kore

Sonuglar NaNOs; standart ¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyona gore plazma
orneklerinde nmol/ml, doku 6rneklerinde ise nmol/mg protein olarak hesaplandi.
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BULGULAR

Komet analizlerinde kontrol grubuna gore deneme gruplart degerlendirildiginde tam kan

orneklerinde INH, RIF ve karisim gruplarinda kafa yogunlugunda azalma ve kuyruk

yogunlugunda artis, kuyruk gocilinde ise tiim deneme gruplarinda artis; karaciger dokusunda

PYR ve karisim verilen gruplarda bas yogunlugunda azalma, kuyruk yogunlugunda artis,

kuyruk gocli degerlerinde ise PYR, RIF ve karisim gruplarinda yiikselme; bobrek dokusunda

INH, RIF ve karisim verilen gruplarda bas yogunlugunda azalma kuyruk yogunlugunda artis,

karisim grubu kuyruk géc¢ii degerinde ise yiikselmenin oldugu belirlendi (p<0,001) (Tablo 1,

2, 3).

Tablol. Kan 6rneklerine ait komet analizi sonuglari

Grup X+5. Min Max Onem
Kontroli
KONTROL 99,00 +0,15° 98,25 99,46
INH 97,60+ 0,23° 96,34 98,29
Kafa - PYR 98,8:0,18" | 9785 | 99,52 p<0,001
Yogunlugu RIF 97,97+024® | 09663 | 98,69
INH+PYR+RIF | 97,57+ 0,26° 96,31 98,47
KONTROL 1,00+£0,15° 0,54 1,75
Kuyruk INH 2,63+ 0,25° 1,88 3,90
R PYR 1,66 +0,24 0,81 3,04 p<0,001
Yogunlugu
RIF 2,23+0,25° 1,41 3,55
INH+PYR+RIF | 2,65+0,26% 1,60 3,85
KONTROL 0,86+0,21° 0,38 1,89
Kuyruk INH 2,87+0,15° 2,18 3,36
Gocil PYR 2,60+0,17° 1,77 3,42 p<0,001
RIF 2,76+0,13% 1,99 3,25
INH+PYR+RIF | 3,16+0,10? 2,67 3,61

Ust Indis a,b,c,d: Ayni satirda farkl: harf tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

Onemlidir.

18



Tablo2. Karaciger dokusuna ait komet analizi sonuglari

Grup X 15s; Min Max Onem )
Kontroli
KONTROL 97,67+0,15° | 97,15 98,25
INH 98,99+0,17° 98,38 99,83
Kafa PYR 92,96+0,83° | 8839 | 96,33 p<0,001
Yogunlugu 3 : '
RIF 98,69+0,29 97,38 99,61
INH+PYR+RIF | 91,58+0,23" | 90,35 92,29
KONTROL 2,33+0,15° 1,75 2,85
Kuyruk INH 1,8210,31: 0,29 3,03
Yogunlugu PYR 7,22+0,80 3,93 11,61 p<0,001
RIF 1,79+0,32° 0,64 3,14
INH+PYR+RIF |  8,57+0,20P 7,95 9,65
KONTROL 2,03+0,28% 0,96 3,30
INH 3,09+0,29% 2,19 4,12
K(‘;Z;ik PYR 53804 | 307 | 735 p<0,001
RIF 3,56+0,21 2,86 4,74
INH+PYR+RIF | 7,35+0,50° 4,90 9,22

Ust Indis a,b,c,d: Aymi satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemlidir.

Tablo3. Bobrek dokusuna ait komet analizi sonuglari

Grup X+5, Min Max Onem
Kontroli
KONTROL | 99,13+0,13° | 98,53 99,50
Kafa INH 86,53 +1,76° | 77,15 93,28 2<0,001
Yogunlugu PYR 99,21 + 0,15E 98,42 99,67 ’
RIF 92,31 +0,93° | 89,56 97,65
INH+PYR+RIF | 88,74 + 1,65 | 78,62 92,95
KONTROL | 0,87+0,13° | 0,50 1,47
Kuyruk INH 13,63 + 1,73ba 7,07 22,85
Yogunlugu PYR 1,87 + 0,38 0,74 4,17 p<0,001
RIF 7,95+0,95¢ | 247 10,65
INH+PYR+RIF | 16,89 +2,18° 9,79 30,55
KONTROL 0,35+0,02% | 0,28 0,44
INH 5,72+0,74° | 3,32 10,19
Kuyruk Gécii PYR 223+034% | 141 441 p<0,001
RIF 4,80+0392 | 3,66 7,02
INH+PYR+RIF | 17,58 £3,08° | 8,75 33,33

Ust Indis a,b,c,d: Aynt satirda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

Onemlidir.
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Tam kanda yapilan mikroniikleus analizinde mikroniikleus sayisinda kontrol grubuna gore

karisim grubu ve 6zellikle de RIF verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bir yiikselmenin
oldugu goézlendi (p<0,001) (Tablo 4).

Tablo 4. Kan ve doku 6rneklerinde mikroniikleus analizi sonuglari

Onem Kontrolii
Yizdelik | (kryskalWallis
Grup Ortalama Medyan | (%25-%75) | test)
KONTROL 50 5,0 4,0-6,5
INH 55 4,0% 3,0-9,3
MN PYR 4,3 4,0'31 2,0-4,0 P<0,001
RIF 15,0 14,5¢ 11,3-19,5
INH+PYR+RIF 9,0 8,5 8,0-10,5

Ust Indis a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark énemlidir (p<0,005 ).

Biyokimyasal parametreler incelendiginde kontrol grubuna gore RIF, INH ve karisim gruplari

plazma, karaciger, bobrek MDA diizeylerinde anlamli yiikselmenin oldugu (p<0,05) (Tablo

5); kontrol grubuna gore kiyaslandiginda diger gruplarin plazma NO diizeylerinin yiikseldigi,

karaciger ve bobrek NO diizeylerinde ise PYR haricindeki gruplarda kontrol grubuna gore

anlaml1 bir artisin oldugu (p<0,05) gézlendi (Tablo 6).

Tablo 5. Plazma, karaciger ve bobrek numunelerinde MDA diizeyleri

Parametre MDAplazma MDkc MDAbGb
(nmol/ml) (nmol/mg-protein) (nmol/mg-protein)
KONTROL 4,650+1,098° 0,637+0,187° 1,933+£0,511°
INH 7,693+1,411° 2,315+0,056° 6,644+1,704°
PYR 5,336+0,693% 0,945+0,2932 1,979+0,714°
RIF 6,829+0,881° 1,748+0,445" 4,678+1,154°
INH+PYR+RIF 8,557+1,303°¢ 3,002+1,032° 8,336+2,193°

Ust Indis a,b,c: Ayni siitunda farkl1 harf tasiyan gruplar arasindaki fark énemlidir (p<0,05).

Tablo 6. Plazma, karaciger ve bobrek numunelerinde NO diizeyleri

Parametre MDAplazma MDkc MDADbGb
(nmol/ml) (nmol/mg-protein) (nmol/mg-protein)
KONTROL 0,101+0,014% 12,157+4,419° 13,314+2,010°
INH 0,193+0,012° 35,569+9,498"° 47,764+12,610°
PYR 0,161+0,052° 13,339+1,928° 22,309+2,593%
RIF 0,158+0,013" 32,561+6,252° 39,064+13,747°
INH+PYR+RIF 0,223+0,017° 40,338+7,5136° 59,261+15,984°

Ust Indis a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark énemlidir (p<0,05 ).
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TARTISMA VE SONUC

Diinyada enfeksiyon hastaliklarina bagl 6liimlerde tiiberkiiloz halen en énemli neden olarak
giincelligini korumaktadir. Mycobacterium avium’un yavas ¢ogalmasi, hiicre duvarini pek ¢ok
ilacin gecememesi ve direng gelisiminin yaygin olmasi; hastanin tedaviye uyumu ve kullanilan
ilaglarin toksik etkileri gibi nedenler bu hastaliklarin kronik bir seyir izlemesine ve tedavinin
uzun stirmesine sebep olmaktadir. Bu nedenle tedavide genellikle en az iki degisik ilacin uzun
stireli kullanilmas1 gerekmektedir. Tiiberkiiloz tedavisinde isoniazid, RIF, PRY, etambutol ve
streptomisinin oldugu kombinasyonlar siklikla kullanilmakla birlikte, bu ilaglarla yapilan
tedavi rejimlerinde basta hepatotoksik ve ototoksik etkiler olmak iizere pek ¢ok istenmeyen
etkilerin olusabildigi de bildirilmektedir (Petri, 2001). Ancak tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilan ilaglarin ve ilag kombinasyonlarinin gen diizeyinde etkilerine yonelik bilgiler

sinirlidir.

Anitha ve ark (1994) PRY nin farelerde genotoksik etkilerini arastirdiklari ¢alismada PYRin
zay1f genotoksik etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada PYR verilen grupta kan ve
bobrek dokusu komet sonuglarinda kontrol grubuna gére 6nemli bir degisim gozlenmezken,
PYRIin karaciger dokusunda DNA hasar1 olusturdugu gozlenmistir. Calisma sonuglar1 genel
anlamda Anita ve ark (1994) bulgularin1 desteklemektedir. Diger caligmadan farkli olarak
PYRin karacigerde komet olusumunu artirmasi, ilacin verilme siiresinin uzunlugu ile

iliskilendirilebilir.

Yue ve ark (2009) 21 giin boyunca INH uygulanan ratlarda serum ALT ve AST diizeyinde
yiikselme, CYP2E1 aktivitesinde artis ve GSH-s-transferaz aktivitesinde azalma ile birlikte
karaciger kesitlerindeki histopatolojik incelemelerde serbest radikal kaynakli doku hasar1 ve
reaktif molekiillerin DNA’ya baglanma kapasitesinde artisin oldugunu bildirmislerdir. INHin
karacigerdeki toksik etkilerinin ilacin biyotransformasyonu sonucu olusan hepatotoksik
metabolitlerle (asetilasyonu sonucu olusan asetil INH, hidrolizi ile sekillenen izonikotinik asit
ve asetilhidrazin, olusan asetilhidrazinin asetilasyonu veya mikrozomal oksidasyonu ile
sekillenen diasetilhidrazin) iligkili oldugu bildirilmektedir (Baldan ve ark 2007; Timbrell ve
ark, 1980). Bu calismada INHin kan ve bobrekte komet olusumunu artirdigi; plazma, bobrek
ve karaciger MDA ve NO diizeylerini yiikselttigi goézlenmektedir. Calisma sonuglar1 diger
caligmalarda oldugu gibi INHin hepatotoksik etkilerinin karacigerde olusan metabolitler ve
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serbest radikallerle iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir. INHin bobrek ve kanda komet
olusumunu tetikleyici etkisi, ilacin bu dokularda daha ziyade alkali labil gen bolgelerinde

hasar olusturucu etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Aboul-Ela (1995) farelere 80-310 mg/kg arasinda degisen dozlarda ve 1-7 giin siiresince
verilen RIFin doza ve verilme siiresine bagli olarak kardes kromatid degisimi ve kromozom
aberasyonu sikligini artirdigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise RIFin plazma, karaciger
ve bobrek MDA ve NO diizeylerini yiikselttigi; mikroniikleus ve tiim dokularda komet
olusumunu artirdigr goriilmektedir. RIFin giiglii bir mikroniikleus indiikleyicisi oldugu
bilinmektedir. Attia ve ark (2007) RIFin ratlarda 160 ve 320 mg/kg dozlarinda eritrosit
mikroniikleus olusma sikligint artirdigini bildirmisler, bu durumu RIF nin lipid peroksidatif
etkileri ile iliskilendirmislerdir. Bu c¢alisma sonuglari da RIF nin lipid peroksidatif ve

genotoksik etkili oldugunu ortaya koymaktadir.

Antitiiberkiiloz ila¢ ve karigimlarinin lipid peroksidasyon {izerine etkilerine yonelik gesitli
calismalar yapilmistir. Panchabhai ve ark (2008) tarafindan yapilan ¢alismada 31.5 mg/kg
INH, 54 mg/kg RIF,189 mg/kg PRY kombinasyonunu 90 giin siire ile gavaj yolu ile ratlara
uygulamis; deney sonunuda yapilan histopatolojik degerlendirmede karacigerde nekroz,
dejenerasyon ve fibroz olusumu goriildiigli, bunun yaninda yapilan biyokimyasal
degerlendirmede serum bilurubin ve karaciger enzim degerlerinde herhangi bir degisiklik
olmadigr bildirilmistir. Sarawathy ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada ratlara agizdan 6
hafta siire ile verilen INH+RIF+PRY kombinasyonunun NADP-sitokrom p-450 rediiktaz ve
NADP-sitokrom-b5 rediiktaz degerlerinde artisa sebep oldugunu, karigimin muhtemelen
CYP-450 kaynakli serbest radikal iiretimini artisiyla iligkili olarak hepatotoksisiteye yol
actigini bildirmislerdir. Tasduq ve ark (2007) ratlara 90 giin boyunca agizdan INH, RIF, PRY
ve bunlarin karigimlariin verildigi ¢calismalarinda karaciger GSH diizeyi ile GSH-Px ve CAT
aktivitelerinde azalma, CYP2E1 aktivitesi ile MDA, ALT, ALP ve bilirubin diizeylerinde
yikselmeye neden oldugunu; Kkaracigerdeki oksidan/antioksidan savunma sisteminin
oksidanlar lehine bozuldugunu; oksidatif hasar kaynakli hepatotoksik etkinin en fazla
RIF+INH uygulanan grupta gergeklestigini bildirmislerdir. Eminzade ve ark (2008) ratlara 14
giin boyunca agizdan verilen INH, RIF, PYR ve bunlarin karigimlarinin karaciger {izerine
etkilerini inceledikleri ¢alismada INH-RIF ve INH-RIF-PYR verilen gruplarda
hepatotoksisitenin olustugunu, PYR nin INH-RIF kaynakli hepatotoksisiteyi siddetlendirici
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etkisinin bulunmadigimi bildirmislerdir. Calismada hepatotoksisitenin ilaglarin CYP2EI
tarafindan aktive edilmesi, ilag ve CYP2E1 aktivasyonu kaynakli serbest radikal ve reaktif ilag
metabolitlerinin olusumu, oksidan-antioksidan dengenin bozulmasi, hiicre membranlarinin
peroksidasyonu sonucu hiicrelerin biitiinliigiiniin bozulmasi1 ve karaciger fonksiyonlarinin
yavaslamasi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Pari ve Kumar (2002) ratlarda INH, RIF ve
PRY karigimmin lipid peroksit olusumunu artirdigini; vitamin C, GSH ve rediikte GSH
diizeyleri ile SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-s-transferaz aktivitelerinde azalmaya yol actigini
bildirmislerdir.

Genel bir tanimlama ile lipid peroksidasyon membran lipidlerinin oksidatif hasarla
bozulmasidir. Hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerce kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olusturur. Organizmada serbest
radikallerce olusturulan lipid peroksidasyonun belirlenmesi amaciyla biyolojik orneklerde
lipidlerin peroksidasyonu sonucu olusan son iiriinlerin (MDA gibi) ve kendisi de bir serbest
radikal olan NO diizeylerinin 6l¢iimiiyle yapilabilmektedir (Cross 2007, Gutteridge 1995,
Halliwell 2001). Bu caligmada da lipid peroksidasyonun belirlenmesinde MDA ve NO
Olclimlerinden yararlanilmistir. Calisma sonucunda 90 giin boyunca ratlara verilen
INH+PYR+RIF karisiminin plazma, karaciger ve bobrek dokularinda MDA ve NO
diizeylerinde yiikselmeye neden oldugu; lipid peroksidasyonun karigim verilen grupta bireysel
ilag verilen gruplara gore daha siddetli segrettigi goriilmektedir. Calisma sonuglar1 diger
caligmalarla uyumlu olarak antitiiberkiiloz ilag karigimlarinin hepatotoksik ve nefrotoksik

etkileri oldugunu gostermektedir.

Antitiiberkiiloz ila¢ karisimlarinin in vivo genotoksik etkilerine yonelik sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Shayakhmetova ve ark (2012) erkek ratlara 60 giin boyunca agizdan
etambutol, RIF, INH ve PYR karisimi verilmesini takiben testis dokusu ve sperm MDA
diizeylerinde yiikselme ve GSH diizeyinde azalmanin gozlendigini, ayrica spermde DNA
kirilmalar1 oldugunu bildirmisler, sonug olarak antitiiberkiiloz ilag karisimlarinin direk ya da
indirekt mekanizmalarla spermde genotoksik etkilere yol agtigini ve bu durumun
reprodiiktivitede bozulmalara yol agabilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismada INH+PYR+RIF
karistminin mikroniikleus ve komet olusumunu 6nemli derecede yiikselttigi ve degisimlerin
ila¢ karigimi verilen gruplarda daha belirgin oldugu goriilmektedir. Karisim gruplarinda MDA

ve NO diizeyindeki yiikselmelerle birlikte, komet ve mikroniikleus olusum sikligini artirmasi,
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90 giin boyunca ratlara uygulanan INH+PYR+RIFin serbest radikal kaynakli genotoksik

etkilere yol actigini diisiindlirmektedir.

Lipid peroksidasyonun son firiinii olarak aciga ¢ikan malondialdehit (MDA) (Esterbauer ve
ark 1991) ve nitrik oksit (NO) (Liu, 1995)’nun gen hasarina da yol actig1 bilinmektedir. Bu
calismada gruplardaki MDA ve NO diizeylerindeki yiikselme ile birlikte kan, karaciger ve
bobrekte belirlenen degisik derecedeki gen hasarinin MDA ve NO kaynakli olabilecegini

distindiirmektedir.

Ilag karigimlarinin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda, ilaglarin birbirinin farmakokinetik
Ozelliklerini  degistirmesinin  6nemli oldugu bildirilmektedir (Farmakoloji kitaplar).
Antitiiberkiiloz ilaglarin birbirlerinin farmakokinetiklerini degistirdikleri bilinmektedir.
Baldan ve ark (2007) ratlarda tekrarli PYR uygulamalariin INHin dagilim hacmi, atilma yar1
omrii ve klerens degerlerinde artisa neden oldugunu, egrinin altinda kalan alani azalttigini;
tekrarli RIF uygulamalarmin INHin Klerens degerini yiikselttigi ve egrinin altinda kalan
hacmini azalttigini; INH-RIF-PYR karigimmin verilmesi durumunda ise INHin klerens
degerinin yiikseldigi ve egri altinda kalan alanin azaldigini; sonug olarak INHin Klerensindeki
artisin hepatotoksik metabolitlerin olusumunu artirabilecegi bildirilmistir. Rosa ve ark (2007)
da ratlarda PYR ve RIFin INH metabolismasi tlizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismada,
RIF, PYR ve RIF+PYR nin INH m egrinin altinda kalan alanini azalttigini; tekrarli PYR
uygulamasiin hidrazinin AUC degerini artirdigini, asetilhidrazinin AUC degerini ise
azalttigini; sonu¢ olarak INH metabolizmasindaki hizlanmanin hidrazin {retimini
artirabilecegi ve ilag kaynakli hepatotoksisiteyi siddetlendirebilecegini belirtmislerdir.
Tiiberkiilozun basarili olarak tedavisi INH, RIF ve PYRin birlikte kullanilmasi ile
gerceklesmektedir. Ancak bu durumun hepatotoksik etkileri artirabilecegi de bildirilmektedir.
Karnigim tedavilerinde PYRin hepatotoksik etkileri siddetlendirdigine dair bir bulgu
bulunmamakla birlikte, RIF’in 6zellikle CYP3A ve CYP2El olmak iizere ¢esitli CYP
enzimlerinde indiiksiyonu yaptig1 bilinmektedir. Bu nedenle bu enzimlerdeki indiiksiyon INH
kaynakli serbest radikal iiretimini tetikleyebilecegi i¢in, hepatotoksisik etkileri giiclendirebilir
(Douglas ve Mcleod, 1999; Nishimura ve ark, 2004; Sharma, 2004). Bu ¢alismada karisim
gruplarindaki lipid peroksidatif ve genotoksik etkilerin daha siddetli segretmesi, PYR ve
RIFin INHin farmakokinetigini degistirmesi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Sonug olarak 90 giin boyunca 31.5 mg/kg INH, 189 mg/kg PYR, 54 mg/ kg RIF ve aym
dozlarda INH+RIF+PYR karisimi verilen ratlarda, belirtilen ilag ve ilag karisiminin degisik
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derecelerde hepatotoksik, nefrotoksik ve genotoksik etkileri oldugunu; bu etkilerin ilaglarin

farmakokinetiklerindeki degisimlerle olusturduklari zararli metabolitler ve serbest radikal

iiretimi ile iligkili olabilecegi kanaatine varildi.
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