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FENOBARBITAL ILE INDUKLENMIS SICAN KARACIGER MIKROZOMAL
MONOOKSIJENAZ ENZIM AKTIVITELERININ GUNICi DEGISIMLERI

Zuhal Yildinm', Nedret Kilig!, Hakan Zengil®

(072

Amag: llag biyotransformasyonunda rol oynayan enzim sistemlerinin aktivi-
telerinin biyolojik ritimlerden dolay giinigi (sirkadiyen) degisiklikler gostere-
bildigi ve bu durumun ilag alinma zamanina bagli olarak ila¢ farmakokinetigini
degistirebildigi bilinmektedir. Ancak literatiirde, enzim indiiksiyonuna yol agan
uygulamalarin aktivite ritimlerini nasil etkiledigi konusunda bir bilgi bulun-
mamaktadir. Bu ¢alismada, karaciger mikrozomal enzimlerinden etilmorfin
N-demetilaz, 7-etoksikumarin O-deetilaz ve 7-etoksirezorfin O-deetilaz enzim
aktivitelerindeki giini¢i ritmik degisikliklerin fenobarbitalle indiiksiyonundan
sonra nasil degistiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem: Calismamizda 12 saat aydinlik (08°°-20%) ve 12 saat
karanlik (20°°-08”) olacak sekilde senkronize edilmis 200-250 g agirligindaki
erkek siganlar kullanilmistir. Siganlar rastgele olarak iki gruba ayrilmis ve bir
grubuna 4 giin Ustiiste fenobarbital (75 mg/kg/giin, giinde tek doz, 10 ml/kg,
i.p.) verilerek enzim indiiksiyonu saglanmis, kontrol grubuna ise es zamanlt
olarak % 0.9 serum fizyolojik enjeksiyonlar yapilmistir. Siganlarin giiniin 6
degisik saatinde (09, 13%, 17%, 21%, 01, 05%) §ldirilmesiyle elde edilen
karacigerler homojenize edilerek santrifiigasyonla postmitokondriyal fraksiyon
elde edilmis ve N-demetilaz aktivitesi Hantysch reaksiyonuyla, O-deetilaz ak-
tivitesi ise 7-hidroksikumarin ve rezorfin tizerinden fluorometrik olarak 6lgiil-
miistiir.

Bulgular: Incelenen enzimlerden 7-etoksikumarin ~ O-deetilaz  ve
7-etoksirezorfin O-deetilaz aktivitelerinde kontrol ve fenobarbital gruplar ara-
sinda anlamli giini¢i fark bulunmugstur. Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi ise
kontrol ve fenobarbital gruplarinda ritmik 6zellik gostermemistir.

Sonug: ilag metabolizmasinda rol oynayan mikrozomal enzimlerin aktivite-
sindeki giini¢i degisiklikler ilgili ilaglarmn uygulama zamanina bagli olarak
farmakokinetik 6zelliklerin degismesine ve dolayisiyla ilag etkinliginde degi-
sikliklere neden olabilir.

Anahtar Kelimeler: Etilmorfin N-demetilaz, 7-etoksikumarin O-deetilaz,
7-etoksirezorfin O-deetilaz, Fenobarbital, Giini¢i degisimler.

CIRCADIAN VARIATIONS IN PHENOBARBITAL INDUCED RAT LI-
VER MONOOXYGENASE ENZYME ACTIVITIES

ABSTRACT

Purpose: The activities of the enzyme systems which take part in the drug
biotransformation is known to exhibit daily variations as a result of the bi-
ological rhytms and this situation may alter the drug pharmacokinetics de-
pending on the drug taking time. However there is not any publication indi-
cating how the enzyme induction mechanisms affect the activity rhytms. In
this study it was aimed to investigate the daily rhytmic variations in the acti-
vities of some hepatic microsomal drug metabolizing enzymes, namely ethyl-
morphine N-demethylase, ethoxycoumarin O-deethylase and ethoxyresorufin
O-deethylase, with phenobarbital induction.

Materials and Methods: In this study the male rats (weighting between
200-250 g) which were synchronised by 12h light (08”-20°h) and 12h dark
(20"-08%h) cycle were used. The rats were randomly divided into two groups
and as the phenobarbital and the control. The rats in the phenobarbital group
were injected with a single dose of phenobarbital (75 mg/kg/day, 10 ml/kg,
i.p.) for 4 successive days in order to induce the enzyme activities. The cont-
rol group received 0.9% saline injections simultaneously. The rats were killed
by cervical dislocation at six different time points of the day (09%, 13%, 17%,
21%,01%, 05) and the liver specimens were homogenized to obtain the post-
mitochondrial supernatant fractions. The N-demethylase activity was measured
by Hantysch reaction whereas the O-deethylase was measured fluorometrically
through 7-hydroxycoumarin and the resorufin.

Results: 7-ethoxycoumarin O-deethylase and 7-ethoxyresorufin O-deethylase
activities of the control and the phenobarbital groups displayed significant daily
rhytmic variations. However, ethylmorphine N-demethylase activities in the
control and the phenobarbital groups did not show any circadian rhythm.
Conclusion: The daily rhytmic variations in the microsomal enzyme activities
which have a role on drug metabolism may affect the pharmacokinetics depen-
ding on the time of the day of the drug intake. This situation may lead to the
variations on the drug effectiveness.

Key Words: Ethylmorphine N-demethylase, 7-ethoxycoumarin O-deethylase,
7-ethoxyresorufin O-deethylase, Phenobarbital, Circadian variations.
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GIRiS

Memelilerde hemen biitiin fizyolojik fonksiyonlarda son de-
rece iyi ayarlanmig diizenleyici mekanizmalar (biyolojik zaman-
layicilar ve osilatorler) tarafindan kontrol edilen bir zamanlama
s6z konusudur (1,2). Biyolojik ritimler olarak adlandirilan bu du-
rumdan dolay1 organizma giiniin farkli zamanlarinda farkli fonk-
siyonel durumlarda bulunmaktadir. Kronofarmakolojik ¢aligmalar
ilaglarin absorbsiyon, dagilim, biyotransformasyon ve atilim gibi
farmakokinetik 6zelliklerinin alinma/uygulanma zamanina baglh
olarak degisebildigini gostermektedir. Bunun temel nedeni ilag
farmakokinetigini sekillendiren bazi fizyolojik fonksiyonlarin ve
degiskenlerin de giini¢i ritimler gostermesidir. Benzer sekilde, he-
def organlarin sabit bir ila¢ konsantrasyonuna olan duyarliligi da
giini¢i degisiklikler gosterebilmektedir. Memeli karacigeri birgok
kompleks metabolik fonksiyondan sorumludur. Bunlar arasinda
karbohidrat, lipit, mineral ve proteinlerin depolanmasi ve meta-
bolizmasi, hormon ve vitaminlerin metabolizmasi, safra olusumu,
kan koagiilasyon faktorlerinin ve plazma proteinlerinin sentezi
sayilabilir (2,3). Karacigerin 6nemli fonksiyonlarindan birisi de
endojen veya ekzojen kimyasallarin irreversibl biyotransformas-
yon reaksiyonlaridir (4,5). Ilag biyotransformasyon reaksiyonlari-
nin ¢ogu esas olarak diiz endoplazmik retikulumda yerlesik olan
¢ok unsurlu bir elektron transport sistemi tarafindan yiriitiiliir. Bu
sistem “Mikrozomal Monooksijenaz” veya “Karma Fonksiyonlu
Oksidaz Sistemi” olarak adlandirilmaktadir. Karaciger hiicreleri-
nin mikrozomal fraksiyonunda zenobiyotikleri metabolize eden
Faz I ve Faz Il enzimleri bulunmaktadir (3,4,5).

Sitokrom P-450 monooksijenaz sistemiyle katalize edilen ok-
sidatif reaksiyonlar, toksik kimyasal ajanlar ve ilaglarin etkisiz-
lestirilmesi i¢in ana yollardan biridir. Viicuttan temizlenmeleri
bu oksidatif reaksiyonlarin hepatik isleyisine dogrudan bagli olan
fenitoin, teofilin, tolbutamid ve varfarin gibi ilaglar; ilgili enzim-
lerin aktivitelerindeki kronobiyolojik varyasyonlar ile uyumlu
olarak biyotransformasyona ugrarlar (6,7). Ayrica, bu karaciger
enzimleri oral yoldan ilag uygulamalarindaki ilk gegis eliminas-
yonundan da sorumludurlar. Yani propranolol, kalsiyum antago-
nistleri ve bir¢ok analjezik ve antihistaminik ajanlar gibi ilaglarin
oral biyoyararlanimlari, bu karaciger proseslerinin zamana baglh
varyasyonlar1 tarafindan etkilenebilmektedir (8, 9,10). Karaciger
mikrozomal enzimlerinin 6nemli 6zelliklerinden birisi de ara-
larinda ilaglarin da bulundugu ¢esitli zenobiyotikler tarafindan
indiiklenebilir olmalaridir. Literatiirde ilaglarin farmakokinetik
ozelliklerinde uygulama zamanma bagl degisiklikler oldugunu
bildiren ¢alismalarin bir kismi1 ilag metabolizmasinda rol oynayan
enzimlerin aktivitesindeki giini¢i ritimler ile ilgilidir (11,12). An-
cak, bu enzimlerin indiiklenmesinin ilag biyotransformasyonuna
nasil yansidigi konusunda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamis-
tir. Bu calismada sitokrom P-450 karma fonksiyonlu oksidaz en-
zimlerinden etilmorfin N-demetilaz, 7-etoksikumarin O-deetilaz



ve 7-etoksirezorfin O-deetilazin aktivitelerinde giinigi ritmik
degisiklikler olup olmadigi ve varsa bu degisikliklerin feno-
barbitalle indiiklenmesinin bu degisiklikleri nasil etkiledigi-
nin incelenmesi amacglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Kullanilan Kimyasal Maddeler

NADP (Sigma), DL-isositrik asit (Sigma), isositrik de-
hidrojenaz (Sigma), 7-etoksikumarin (Sigma), 7-OH-kumarin
(Sigma), 7-etoksirezorfin (Sigma), 7-OH-rezorfin (Sigma),
semikarbazit (Sigma), etilmorfin hidroklorit (Sigma).Kullani-
lan diger kimyasal maddeler analitik safliktaydi.

Deney Hayvanlar1 ve Enzim indiiksiyonu

Calismamizda 200-250 g agirhiginda erkek si¢anlar kulla-
nildi. Ayn1 anne-babadan elde edilen yavrularin kendi arala-
rinda 15 nesilden fazla dollenmesi sonucunda elde edilen bu
sigan poptlilasyonu inbred olarak kabul edilebilir nitelikteydi.
Sicanlar dogumlarindan itibaren 12 saat karanlik- 12 saat ay-
dinlik (1s1klar 08%-12% aras1 agik) olacak sekilde yaklasik 100
liks 151k siddeti ile aydinlatilan, sicakligi 22-24°C’de tutulan
ve stirekli havalandirilan bir laboratuvarda tutuldu. Senkroni-
zasyonu etkilememek amaciyla yemek ve sularinin tamamlan-
mas1 ve kafes temizligi diizenli olarak sabah 09%°-11% saatleri
arasinda yapildi. Siganlar rastgele iki gruba ayrilarak bir gru-
bu kontrol grubu olarak degerlendirildi ve diger gruba dort
glin iist tiste glinde tek kez olacak sekilde intraperitoneal yol-
dan 75 mg/kg (10 ml/kg hacimde) fenobarbital verilerek lite-
ratiirde tarif edildigi sekilde enzim indiiksiyonu yapild: (11).
Kontrol grubuna ayni saatlerde ayni yoldan % 0.9 NaCl 10 ml/
kg hacimde uygulandi. Enjeksiyonlar saat 13%-14% arasin-
da yapildi ve dordiincii enjeksiyonu takip eden giin 4 saatlik
aralarla (09, 13% 17%, 21%, 01%, 05%) eter anestezisi altin-
da karacigerler izole edildi. Kontrol gruplar her saat igin 6-8
sicandan, fenobarbital indiiksiyonu gruplar ise 8-11 sigandan
olusuyordu ve deneylerde randomizasyonun saglanmasi i¢in
tek-kor uygulamasi yapildi.

Karaciger Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Agirhigr kaydedilen her bir karaciger, agirliginin % 75’1
kadar homojenizasyon sivist (pH’s1 8.2 olan Tris-HCI tampo-
nu) ile homojenize edildi ve 0.1 g taze doku/ml olacak sekilde
konsantre edilerek 10000xg ve 2-4°C’de 20 dakika santrifiij
edildi (9). Postmitokondriyal siipernatan alindiktan sonra hac-
mi kaydedilerek bundan sonra yapilacak enzim aktivitelerinin
hesaplanmasi i¢in kullanildi. Siipernatanlar 37°C’de 10 dakika
siireyle calkalamali su banyosunda inkiibe edilerek ileri isle-
me tabi tutuldu.

Etilmorfin N-demetilaz Aktivitesinin Saptanmasi

Etilmorfinin N-demetilasyonu sonucunda agiga ¢ikan for-
maldehitin semikarbazit tarafindan tutulmasi sonucu olusan
iiriin (Hantysch reaksiyonu) kolorimetrik olarak saptandi (9).
Bunun i¢in, 0.1 ml doku homojenatina 0.2 ml semikarbazit,
1 ml kofaktdr ilave edildi ve pH’st 8.2 olan 50mM Tris-HCl
tamponu ile hacim ayarlamalari yapildi. Ornekler 37°C’de
5 dakika siireyle calkalayici su banyosunda 6n inkiibasyona
tabi tutulduktan sonra test tiiplerine 0.2 ml etilmorfin substra-
t1, kor tiiplerine ise Tris-HCI tamponu ilave edilerek 37°C’de
10 dakika tekrar inkiibe edildi. Ardindan tiim tiiplere 1 ml %
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5’lik (w/v) Cinko siilfat (ZnSO,), 1 ml satiire baryum hid-
roksit (Ba(OH),), kor ve standart tiiplerine 0.2 ml etilmorfin
substrat1 ve standart tiiplerine ise 0.3 ml formaldehit standard1
ilave edilerek +4°C’de 2000xg’de 15 dakika santrifiij edildi ve
2 ml siipernatan alindi. Alinan stipernatana 2 ml Nash reaktifi
ilave edildi ve 412 nm absorbansda spektrofotometrede dl¢iil-
dii. Ayrica formaldehit standardinin kalibrasyonu da yapildi.
Etilmorfin N-demetilaz aktivitesi nmol/dak/mg protein olarak
verildi.

7-etoksikumarin O-deetilaz Aktivitesinin Saptanmasi

7-etoksikumarinin  O-deetilasyonu sonucunda olusan
7-hidroksikumarin fluorometrik olarak saptandi (9). Bunun
i¢in, 0.05 ml doku homojenatina 1 ml kofaktdr ilave edildi ve
pH’s17.8 olan 50mM Tris-HCI tamponu ile hacim ayarlamalar1
yapildi. 37°C’de 5 dakika calkalayict su banyosunda 6n inkdi-
basyon sonrasinda sadece test tiiplerine 0.5 ml 7-etoksikumarin
substrat1 ilave edilerek 10 dakika daha inkiibasyon yapildi.
Ardindan tiim tiiplere 1 ml % 5’lik (w/v) ZnSO, ve 1 ml satii-
re Ba(OH),, kor ve standart tiiplerine 0.5 ml 7-etoksikumarin
substrat1 ve standart tiiplerine ise 0.1 ml 7-hidroksikumarin
standardi ilave edildi ve +4°C’de 2000xg’de 15 dakika santri-
fiij edildikten sonra 1ml siipernatan alinarak pH’s1 10.5 olan
0.5 M glisin-NaOH mevcudiyetinde 380 nm eksitasyon ve 452
nm emisyonda fluorometrede dl¢iim yapildi. 7-etoksikumarin
O-deetilaz aktivitesi nmol/dak/mg protein olarak verildi.

7-etoksirezorfin O-deetilaz Aktivitesinin Saptanmasi

7-etoksirezorfinin O-dectilasyonu sonucunda olusan re-
zorfin fluorometrik olarak saptandi (9). Bunun igin, 0.05 ml
doku homojenatina 1 ml kofaktor ilave edildi ve pH’s1 8.4
olan 50mM Tris-HCI tamponu ile hacim ayarlamasi saglana-
rak 37°C’de 5 dakika ¢alkalayici su banyosunda 6n inkiibas-
yon yapildi. Sonra sadece test tiiplerine 0.1 ml 7-etoksirezorfin
substrat1 ilave edilerek 10 dakika daha inkiibasyon yapildi.
Ardindan tiim tiiplere 1 ml % 5’lik (w/v) ZnSO, ve 1 ml satii-
re Ba(OH),, kor ve standart tiiplerine 0.1 ml 7-etoksirezorfin
substrat1 ve sadece standart tiiplerine 0.2 ml rezorfin standard1
ilave edilerek +4°C’de 2000xg’de 15 dakika sogutmali santri-
flijde santrifiij edildi ve 1 ml slipernatan alindi. Alinan siiper-
natana pH 8.5 olan 0.5 M glisin-NaOH’den 2 ml ilave edildi
ve 535 nm eksitasyon ve 582 nm emisyonda fluorometrede 61-
¢lim yapildi. 7-etoksirezorfin O-deetilaz aktivitesi nmol/dak/
mg protein olarak verildi.

Protein Miktarinin Saptanmasi

Orneklerdeki protein miktar1 standart olarak s1g1r serum al-
bumini (BSA) kullanilarak Lowry yontemi ile saptandi (13).

istatistik Analiz

Sonuglar ortalama + standart hata seklinde ifade edildi. En-
zim aktivitelerinin ritmik degisiklik gdsterip gdstermediginin
incelenmesi i¢in zaman gruplarina varyans analizi uygulandi.
Enzimlerden etilmorfin N-demetilaz kontrol ve fenobarbital
grubu sonuglar1 normal dagilima uydugu ve varyanslari ho-
mojen oldugu i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kulla-
nildi. Normal dagilima uymayan ve/veya varyanslart homo-
jen olmayan 7-etoksikumarin O-deetilaz ve 7-etoksirezorfin
O-deetilaz enzimleri kontrol ve fenobarbital gruplari igin ise
non-parametrik bir test olan Kruskal-Wallis varyans analizi ve
post hoc Dunn testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerleri an-
laml1 kabul edildi.
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Sekil 1: Sican karacigerinde etilmorfin N-demetilaz enzimi akti-
vitesinin giini¢i degisimine fenobarbitalin etkisi. Sicanlar 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik dongiisii (08°°-20% aydinlik) ile senkronize
edilmislerdir. Fenobarbital grubuna dort giin siireyle giinde 75 mg/kg
i.p. fenobarbital uygulanmustir. Gerek kontrol (n=6-8) gerekse Feno-
barbital (n=8-11) gruplarinda anlamli fark bulunmamistir. Apsisteki
siyaha boyali kisim karanlik donemini temsil etmektedir. Grafikte
saat 0900 degeri iki defa kullanilmistir.

BULGULAR

24 saat i¢inde dort saatlik araliklarla aktivitesi 6lgiilen en-
zimlerden etilmorfin N-demetilaz kontrol grubunda 05°"de
maksimum, 01%de ise minimum aktivite gostermistir, ancak
izleme zamanlar1 arasinda istatistiksel fark bulunamamistir
(Sekil 1). Dort giin siireyle 75 mg/kg/giin dozunda fenobarbi-
tal uygulamasi 6zellikle 21 ve 01% saatlerinde enzim aktivi-
tesinde kontrol grubuna nazaran belirgin artisa neden olmustur
(Sekil 1). Fenobarbital ile indiiksiyon yapilan grupta 05°°de
maksimum, 17%’de minimum aktivite saptanmis ancak alt1 iz-
leme zamani arasinda istatistik farklilik bulunamamastir.

Sican karacigerinde 7-etoksikumarin O-deetilaz aktivitesi
gliniin alt1 degisik zamaninda incelendiginde istatistik acidan
anlamli fark gostermektedir (p<0.05). Bu giinigi ritimde en-
zim aktivitesinin 09%’da maksimum, 01°’de minimum oldugu
goriilmektedir (Sekil 2). Fenobarbital indiiksiyonu uygulanan
gruplarda 7-etoksikumarin O-deetilaz aktivitesinin 21%°de
maksimum, 17°”de minimum diizeyde oldugu ve varyans
analizi ile zaman gruplar1 agisindan anlamli (p <0.001) bir
giini¢i ritim sergiledikleri gézlenmistir (Sekil 2).

7-etoksirezorfin O-deetilaz aktiviteleri de kontrol grubunda
21%°de maksimum, 09°”’da minimum, fenobarbital grubunda
ise 01°°de maksimum, 13%’de minimum olacak sekilde ista-
tistik agidan anlamli (sirasiyla p<0.001 ve p<0.01) giinigi de-
gisiklik gostermistir (Sekil 3). Fenobarbital grubunda dikkati
ceken bir 6zellik de enzim indiiksiyonunun karanlik dénemin-
de (si¢anlar i¢in aktivite donemi) daha belirgin olmasidir.

TARTISMA VE SONUC

Memelilerde hemen hemen tiim biyolojik fonksiyonlarin
belirli araliklarla diizenli tekrarlayan, dolayisiyla 6ngoriilebi-
lir, aktivite/diizey degisiklikleri gosterdikleri bilinmektedir.
Bu biyolojik ritimlerden en fazla incelenenleri 24 saat civarin-
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Sekil 2: Sican karacigerinde 7-etoksikumarin O-deetilaz enzimi ak-
tivitesinin giini¢i degisimine fenobarbitalin etkisi. Sicanlar 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik dongusii (08°-20% aydinlik) ile senkronize
edilmislerdir. Fenobarbital grubuna dort giin siireyle giinde 75 mg/
kg i.p. fenobarbital uygulanmistir. Kontrol (n=6-8) grubu giinigi fark
gostermemekle beraber Fenobarbital (n=8-11) grubunda ise anlaml1
fark bulunmustur (ANOVA; p<0.001). Apsisteki siyaha boyali kisim
karanlik donemini temsil etmektedir. Grafikte saat 0900 degeri iki
defa kullanilmistir.

da frekanslara sahip olan giini¢i ritimler ile mevsimsel ritim-
lerdir. Insan organizmasinda kan hiicrelerinin sayilari, viicut
sicakligi, kan basinci, kalp hizi, hormon ve norotransmitter
diizeyleri, hatta reseptor dansiteleri belirgin gilini¢i ritimler
gosterirler. Biyolojik ritimlerden dolayi organizma giiniin
farkli zamanlarinda farkli fonksiyonel durumlarda bulunur.
Bu durumun insan sagligi agisindan 6nemli 6zelliklerinden iki
tanesi a) ilaclarin absorbsiyon ve biyotransformasyon gibi far-
makokinetik 6zellikleri, dolayistyla etki yerlerinde ulastiklari
konsantrasyonlar uygulanma zamanina bagli olarak farklilik
gosterebilmesi, ve b) organizmadaki hedef yapilarin ilag du-
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Sekil 3: Sican karacigerinde 7-etoksiresorfin O-deetilaz enzimi ak-
tivitesinin giini¢i degisimine fenobarbitalin etkisi. Siganlar 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik dongiisii (08°°-20% aydinlik) ile senkronize
edilmiglerdir. Fenobarbital grubuna dort giin siireyle giinde 75 mg/kg
i.p. fenobarbital uygulanmistir. Hem kontrol (n=6-8) hem de Feno-
barbital (n=8-11) grubunda anlamli giini¢i fark bulunmustur (ANO-
VA; sirastyla p<0.001 ve p<0.01). Apsisteki siyaha boyali kisim ka-
ranlik donemini temsil etmektedir. Grafikte saat 0900 degeri iki defa
kullanilmistr.
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yarliligi, dolayisiyla ilaca verdikleri yanit agisindan uygulan-
ma zamanina baglh farkliliklar gdsterebilmesidir. Bu arada,
cesitli hastalik durumlarinda hastalik semptomlarinin ortaya
¢ikist ve belirtilerin gsiddetlenmesi agisindan da zamansal or-
ganizasyonlar s6zkonusudur (14).

Kronofarmakolojik ¢aligmalarda ilaglarin absorbsiyon,
dagilim, biyotransformasyon ve atilim gibi farmakokinetik
ozelliklerinin uygulanma zamanina bagl olarak degisebildi-
81 gosterilmistir. Bunun temel nedeni ilag farmakokinetigini
sekillendiren bazi fizyolojik fonksiyonlarin ve degiskenlerin
de giinici ritimler gdstermesidir. Ornegin; midenin s1v1 faz
bosalma hiz1 sabah saatlerinde daha fazladir ve bazi ilaglar sa-
bahleyin alindiklarinda giiniin diger saatlerinde alinmalarina
nazaran daha hizli absorbe edilirler. Benzer sekilde, ilag biyo-
transformasyonunda primer rol oynayan enzimlerin etkinli-
gindeki ritmik dzelliklerin uygulama zamanina bagl olarak
ila¢ konsantrasyonlarini degistirebilmesidir (11,12).

Her memeli genomunda en az elli P-450 geni degisik kro-
mozomlarda lokalize olmusgtur. Steroitler, yag asitleri, vitamin
D,, ilaglar, gevre kirleticileri, toksikanlar gibi gesitli zenobiyo-
tikler sitokrom P-450 sistemi tarafindan metabolize edilirler
(15). Bir kisim P-450 enzim sistemi ise detoksifikasyonda rol
oynar ve lipofilik zenobiyotikleri suda daha iyi ¢6ziilebilen
dolayisiyla daha az etkili ve viicuttan daha kolay uzaklastirila-
bilen sekillerine doniistiiriir (16).

Sitokrom P-450’nin izozimlerinden ¢ogu indiiklenebilir
ozelliktedir. Ornegin, fenobarbital gibi ilaglarin tekrarlayarak
uygulanmasi diiz endoplazmik retikulum hipertrofisine neden
olur ve yeni enzim sentezinin hizlanmasi sonucu birka¢ giin
igerisinde sitokrom P-450 miktarinda 6nemli derecede artisa
neden olur. Indiiksiyon mekanizmasi detayli olarak incelen-
mistir ve sitokrom P-450 mRNA’sinin transkripsiyonunda ar-
tig sonucu gergeklestigi anlagilmistir (16).

Karacigerde total P-450 diizeyinin ve ¢esitli enzimle-
rin aktivitelerinin giini¢i ritimler gosterdigi bildirilmistir
(2,3,4,5,6,7,8,11). Hepatik enzimlerin ritmik 6zelliklerinin sii-
rekli 151k veya siirekli karanliga maruz birakilan hayvanlarda,
en azindan kismen, ¢evrenin 151k diizeninden etkilendigi bildi-
rilmistir (2,3,4). Hepatik enzim aktivitelerinin gesitli indiikle-
yici ajanlarin verilmesinden sonra degistirilebildigini bildiren
yaymlar da mevcuttur (9). Ancak indiiklenmenin enzim akti-
vite ritimlerini nasil etkiledigi bilinmemektedir.

Calismamizda 24 saat siireyle dorder saatlik araliklarla
200-250 g agirliginda ve erkek siganlardan olusan kontrol
ve fenobarbitalle indiiklenmis deney hayvani gruplart olus-
turularak sitokrom P-450 karma fonksiyonlu oksidaz enzim-
lerinden etilmorfin N-demetilaz, 7-etoksikumarin O-deetilaz
ve 7-etoksirezorfin O-deetilazin aktivitelerindeki giinigi
ritmik degisimler incelenmistir. Bu enzimlerden etilmor-
fin N-demetilaz aktivitesinin giini¢i ritim gostermedigi,
7-etoksikumarin O-deetilaz ve 7-etoksirezorfin O-deetilaz ak-
tivitelerinde ise anlamli giinigi ritmik degisimler bulundugu
saptanmustir. Fenobarbital ile yapilan enzim indiiksiyonu ise
giiniin sadece belirli saatlerinde, 6zellikle si¢anlarin aktivite
donemleri olan karanlik doneminde, enzim aktivitesinde an-
lamli artiga neden olmus, diger saatlerde ise olusan degisiklik-
ler istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Sonug olarak, biyolojik ritimlere iliskin bilgi birikiminin
son yillarda artmasiyla insan biyolojisinin zamansal orga-
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nizasyonu daha iyi anlagilmakta ve dolayisiyla giinlik ya-
samda daha fazla kullanilir hale gelmektedir. Bu ¢alismanin
bulgular1 da ilag metabolizmasinda rol oynayan mikrozomal
enzimlerin aktivitesindeki giin i¢i degisikliklerin ilaglarin uy-
gulama zamanina bagli olarak farmakokinetik farkliliklara ve
dolayisiyla ilag etkinliginde degisikliklere neden olabilece-
gini disiindiirmektedir. Benzer bilgilerin artmasi ve klinikte
uygulanabilecek sekilde gelistirilmesi ile ilaglarin kronofar-
makokinetik 6zelliklerine uygun olarak secilmis zamanlarda
uygulanmasinda, ila¢ etkinliginin arttirilmasinda ve de yan
etkilerinin azaltilmasinda yarar saglayabilir.
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