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ONSOZ

Antibiyotikler ¢iftlik hayvanlarinda gerek yemden yararlanmay1 ve gelismeyi artirici;
gerekse mikrobiyal hastaliklarin tedavisinde olarak yaygin sekilde kullanilirlar.
Bununla birlikte kanatli endiistrisinde kullanilan bazi antibiyotik gruplarinin

organizmada farkli yapilar iizerinde olumsuz etkileri de s6z konusudur.

Bu calismada, florokinolon grubu maddelerden, enrofloksasinin kanatlilarda eklem
dokuya yonelik etkilerinin degerlendirilmesi hedeflendi. Eklemlere yonelik hasarin
tam olarak tespit edilebilmesi amaciyla ¢alisma kapsaminda histopatolojik inceleme
yapildi ve oksidatif metabolizmaya iliskin parametreler de ayr1 ayr1 degerlendirildi.
Bu sekilde eklemlere yonelik hasar ile oksidatif metabolizma arasindaki iligski de

degerlendirdi.

Bu ¢alismanin gergeklesmesinde dncelikle, burs vererek ¢aligmalarima ve egitimime
olanak saglayan Sudan ve Tiirk Hiikiimetlerine tesekkiir etmeyi bir borg¢ bilirim.
Doktora donemi ve tez calismasinda emegi gecen, yol gostericiligi, sabr1 ve anlayisi
icin danigmanim Sayin Prof. Dr. Ender YARSAN’a ictenlikle tesekkiir ederim.
Doktora egitiminde Anabilim Dali imkanlarindan yararlanmami saglayan ve tez
izleme komitemde de bulanan Prof. Dr. Sezai Kaya’ya, histopatolojik
degerlendirmelerdeki yardimlarindan dolay1 Patoloji Anabilim Dalindan Prof. Dr.
Yilmaz AYDIN, Aras. Goér. Dr. Zafer OZYILDIZ ve Aras. Gor. Banu
YARDIMCTI’ya, laboratuar ¢alismalarinda yardimci olan Stireyya KARAASLAN’a,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda Aras. Gér. Zafer CANTEKIN ve Khairsid
ABDULLAH'a, caligmalarim sirasinda yardimcit olan ve dostane bir ortam
olusturduklar1 i¢in Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali’ndaki tiim
meslekdaglarima  tesekkiir ederim. Bu ¢alismayr tamamlayabilmem igin
cesaretlendirmeleri ve her zaman gosterdikleri destek icin aileme de ayrica ¢ok

tesekkiir ediyorum.
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tsa
t‘/zoc

typ

OKS
Cinax,
EAA
Tinax,
CAT
GSH-Px
H,0,
MDA
NBT
OA
PBS
Pi
QAP
ROS

SOD
TBA

SIMGELER VE KISALTMALAR

Plazma ilag yogunlugu dagilma donemi hiz sabitesi
Plazma ilag¢ yogunlugu atilma donemi hiz sabitesi,
Agizdan verilme durumunda sindirim kanalindan emilme yar1 dmrii
oc donemi yar1 Omrii
3 donemi yar1 6mrii
Emilmeli verilmelerde merkezi bélmeye birinci derece sabitesi
flacin viicuttan % 63.2'sinin atilmas1 igin gegen siire
En yiiksek plazma ilag yogunlgu
Plazma ila¢ yogunlugu zaman egrisi altinda kalan alan
En yiiksek plazma ilag yogunlugu zamani
Katalaz
Glutasyon peroksidaz
Hidrojen peroksit
Malondialdehit
Nitroblue tetrazolium
Osteoartritis
Fosfat tampon solusyonu
Periton igi
Kinolon artropati
Etkin oksijen grubu
Romatoid artritis
Stiperoksid dismutaz

Tiyobarbitiirik asit
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1. GIRIS

Kinolonlar yaygin sekilde kullanilan antibakteriyel ilaclardir. Bu ilaglarin
gelistirilmesi 1960'l1 yillarin baglarinda, yapisinda flor ihtiva etmeyen ilk iiyesi olan
nalidiksik asit ile baslamistir. 1980’lerde yapilarinda 6-flor grubu bulunduran ve
antibakteriyel etki spektrumlari Gram negatif bakterileri de kapsayacak sekilde
genisletilmis tiirevleri (norfloksasin, oflaksasin, siprofloksasin gibi) ortaya ¢ikmustir.
Daha sonraki donemde Gram pozitif bakterilere karsi etkisi artirilan florokinolonlar
(moksifloksasin, gatifloksasin) tedavisel amacla kullanilmaya baglanmistir. Son
zamanlarda ise yiiksek etkinlige sahip, 6 numarali C atomlarinda flor grubu
tagimayan ancak yan zincirde flor ihtiva eden tiirevleri gelistirilmistir. Bu sekliyle
hazirlanan ilaglar nalidiksik asit gibi klasik ilaglardan belirgin farkliliklar gosterirler
ve genel bir terim olarak da florokinolon yerine yanizca kinolon olarak da

adlandirilirlar (Stahlmann, 2002).

Cok sayida florokinolon sentezlenip gelistirilmesine ragmen, veteriner hekimliginde
en ¢ok kullanilanlar siprofloksasin, danofloksasin, difloksasin, enrofloksasin,
marbofloksasin, norfloksasin nikotinat ve oflaksasin olmustur. Bunlar igerisinde de
enrofloksasin veteriner hekimliginde ilk kullanilan florokinolon tiirevidir (Brander ve

ark, 1994).

1.1. Enrofloksasin

Enrofloksasin ilk olarak Grohe ve Peterson tarafindan 1980 yilinda sentezlenmis
ve bu tarihten itibaren veteriner hekimlikte genis sekilde kullanilmistir (Wentland
ve ark., 1993). Amerika'da Gida ve ila¢ Dairesi 1996'da enrofloksasin’in tavuk
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmasin1 onaylamistir (Health poultry, 2004).
Kopek, sigir, kedi ve tavuklarin enfeksiyonlarinda enrofloksasin, kinolonlar

arasinda en yaygin kullanilan antibakteriyel ilaclardandir (Walker, 2000).



1. 1. 1. Ozellikleri ve Yap1 Etki iligkisi

Enrofloksasin, sentetik bir 6-florokinolondur. Cekirdek yapisi nalidiksik asit ile
aynidir. Temel yapisindaki degisiklikle, istenmeyen etkileri azalirken,
antimikrobiyal etki giicii ve farmakokinetik 6zellikleri oldukca geligmistir. Genis
etki spektrumu ve antimikrobiyal etkinlik i¢in, C6 grubuna baglanan flor ve C7’de
bulunan piperazin halkasi esastir (Altreuther, 1987; Chu ve Fernandes, 1989;
Intorre ve ark., 1997; Anadon ve ark., 1999; Bayer, 1999).

Enrofloksasin (1- siklopropil - 7 - (4 - etil - 1 - piperazinil) - 6 - floro - 1,4 - dihidro —
4 - okso - 3 - kinolon karboksilik asit), nalidiksik asit ¢ekirdeginden tiiretilen sentetik

6 - florokinolonlar veya 4- kinolonlar grubuna aittir (Sekil 1).
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Sekil 1. Enrofloksasinin kimyasal yapis1 (Bayer, 1999).

Cekirdek yapidaki 3- ve 4- pozisyonlarinda yer alan karbonil gruplar1 (C=0), genel
olarak florokinolonlarin antimikrobiyal etkinlikleri i¢in gereklidir. Bu gruplar DNA
Jjiraza baglanma bolgesini olustururlar. Alti- pozisyonunda yer alan bir flor atomu,
Gram negatif mikroorganizmalara kars1 etkinligi artirirler, Gram pozitif bakterilere
kars1 etki spektrumunun genislemesini saglar. Yedi- pozisyonundaki piperazin

halkast pseudomonaslar1 da icine alacak sekilde, antimikrobiyal etkinligini arttirir.



Piperazin halkasma bitisik durumda bir C,Hs grubunun varligi, dokulara gecisi
arttirir ve beyinde GABA reseptorlerine baglanan etkin madde miktarini azaltarak,
merkezi sinir sistemi {izerindeki zehirli etkiyi diisiiriir. Karboksilik asit veya daha
fazla sayida amin fonksiyonel grubunun (bazik) varligina bagli molekiil, amfoterik
veya zwitteriyonik ozellikler kazanir. Bundan dolayi, asidik ve bazik fonksiyonel
gruplart pKa degerlerine bagli olarak, yagda ¢ozilinebilir, doku, irin ve organik

artiklara niifuz edebilir (Altreuther, 1987; Bayer, 1999).

Enrofloksasin soluk sar1 renkli, yiiksek saflikta kristal bir maddedir. pH 7°de, suda az
¢Oziinlir. Ancak, asidik ve bazik gruplar (betain yapisi) ihtiva etmesi nedeniyle, pH
degerleri alkali veya asidik olsa dahi ¢6zelti haline getirilebilir (Altreuther, 1987;
Kaya, 2000).

Kii¢iik hayvanlarda yapilan arastirmalar, diger kinolonlardaki gibi enrofloksasinde de
bakterisidal etkinin yogunluga baglh ortaya ¢iktigin1 gostermistir (Meinen ve ark.,
1995; Wetzstein ve DelJong, 1996). Enrofloksasinin bakterileri oldiiriicli etkisi
ortamdaki ila¢ yogunluguna baghdir; etkinlikleri 90 pg/ml'ye kadar artarken, bundan
sonra zayiflar. Bunun muhtemel sebebi yiiksek diizeydeki ila¢ yogunluklarinda RNA
sentezinin engellenmesidir; olay DNA sentezinin durmasiyla sonuglanir (Kaya,
2000; Brander ve ark., 1994). Plazmada en yiiksek yogunluga ulagsmak igin,
enrofloksasin giinlilk dozu tek sefer uygulanmalidir. Tekrarlayan enfeksiyonlarda
veya pseudomonas enfeksiyonlarinda ilacin giinlilk dozu ve siiresinin arttirilmasi

tavsiye edilmistir (Wetzstein and DeJong, 1996; Boothe,1997).

1. 1. 2. Etki Sekli

Enrofloksasin, dogrudan DNA sentezini baskilar. Topoizomeraz II (DNA jiraz) ve
topoizomeraz IV olarak adlandirilan iki enzimi baskilayarak bakteriyel DNA

metabolizmasina etki eder (Hooper ve Wolfson, 1993; Hooper, 2000).



1. 1. 3. Etki Spektrumu

Enrofloksasinin etki spektumu genistir. Gram-negatif, Gram-pozitif bakterilere,
mikoplazma ve riketsia ailesindekilere (Riketsia, Ehrichia ve Chlamidia) son derece
etkilidir (Breitschwerdt ve ark., 1991; Lindenstruth ve Frost, 1993; Kontos ve
Athanasiou, 1998). Enrofloksasin kedilerin mikoplazma infeksiyonlarinin
sagaltiminda da uygulama alani bulur (Studdert ve Hughes,1992; Evans ve Caylor,
1995).

1. 1. 4. Farmakokinetik

Ila¢ agizdan ve parenteral yollarla uygulanir. Agizdan verildikten sonra duodenum ve
jejunum'dan emilir (Brown, 1996). Uygulanmalarin1 takiben c¢ok kisa zamanda
plazmada doruk yogunluga ulasir; 1-6 saat sonra etkin kan yogunlugu saglanir.
Cizelge 1'de bazi dokularda enrofloksasin yogunlugu gosterilmektedir. Yemlerle

birlikte verilmesi sindirim kanalindan emilme oranlarini bir dlgiide azaltir (Kiing ve

Wanner, 1993).

Parenteral yolla verildiginde uygulama yerlerinden hizli ve tam emilir (Brown,
1996). Uygulamadan 1 saat sonra serumda en yiiksek yogunluga ulasir. Etlik piliclere
10 mg/kg enrofloksasin agiz yoluyla verildikten sona plazmada, dagilma yar1 dmrii
2.091+ 0.705 saat, atilma yar1 Omrii 14.82 + 4.67 saat; EAA 18.395 + 2.22 g.saat/ml
olarak tespit edilmistir (Kaya ve ark., 1996).



Cizelge 1. Agiz yoluyla 2.5 mg/kg dozda enrofloksasin uygulanmasindan sonra degisik
zamanlarda tavuklarin bazi dokular1 ve serumlarindaki ilag yogunlugu (Scheer,1987).

Ortalama konsantrasyonu (pug/ml veya pg/g)
Tiir Hayvanin Doku 05 1 5 4 3 24 saal
yasi ( hafta)
Serum 0,3 0,5 0,3 0,2 0,1 0,01
Akciger 0,4 0,7 0,4 0,2 0,2 <0,02
Etlik 3 Kas 0,5 0,8 0,5 0,3 0,2 <0,02
pili¢
Bobrek 0,7 1,3 0,8 0,6 0,4 <0,02
Karaciger 1,6 2,3 1,3 0,9 0,6 <0,02

Tiim hiicrelere dagilir, dokulara iyi niifuz eder. Dokulardaki yogunlugu plazma
yogunluguna esit ya da ondan daha fazladir. Enrofloksasin viicutta, kendisi gibi etkili
siprofloksasin yaninda, birgogu etkisiz metabolitlere ¢evrilir; ilacin % 10-50 kadar:
degismemis halde ve baslica idrar ve safrayla viicudu terk eder; safrayla sindirim
kanalina gelen ilaglarin bir kism1 buradan geri emilir. Ilag bobreklerden baslica etkin
tubiiler salgilanma ile atilir (Baydan ve ark.,1998; Scully, 1990). Karaciger
rahatsizlig1 olan hastalarda ilacin biyolojik yar1 6mrii uzar (Galtier ve ark., 1993).
Atilma yar1 omrii tavuklarda 10 saat, hindilerde 4-6 saat ve kopeklerde 4 saat

dolayindadir (Kaya, 2000).

1. 1.5. Kullanilma

Kinolonlar iiriner sistem, prostat yangisi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
mide-bagirsak yangisi, solunum sistemi, kemik ve eklem enfeksiyonlar: ile cinsel
yolla bulasan hastaliklarin tedavisinde ¢ok kullanilirlar (Wolfson ve Hooper, 1989a;
Bertino ve Fish, 2000).




Enrofloksasin ayrica sindirim sistemi, yumusak doku ve kemik hastaliklarinda da
kullanilir. Enrofloksasin alabaliklarin Aeromonas salmonicida enfeksiyonunda 10
mg/kg dozda uygulanmaktadir. Enrofloksasin direngli bakteriler tarafindan
olusturulan solunum yolu, {iiro-genital sistem enfeksiyonlarinda da basar1 ile
kullanilir. Yine pyoderma, osteomyelitis ve Gram negatif bakteriler tarafindan
olusturulan septisemilerin sagaltiminda, tavuk ve hindilerin CRD enfeksiyonlarinda

ve sigirlarin mastitislerinin sagaltiminda da kullanilmaktadir (Parlar, 2000).

1. 1. 6. Bakteriyel Direnc

Enrofloksasine karsi, bazi bakterilerde kromozom aracili ve gayet yavas sekilde
direncli suslar ortaya ¢ikmistir (Neuman, 1988). Bakteriler arasinda enrofloksasine
direncin artmasi, tip ve veteriner hekimlikte bu ilacin kullaniminin yayginlagmasiyla
paralellik gosterir. Yapilan bir arastirmada (Endtz ve ark., 1991), enrofloksasinin
kanath endiistrisinde genis bir sekilde kullanilmasi nedeniyle, bu tiir direnclilik
olgular1 degerlendirilmis ve 6zellikle direngli Campylobacter tiirlerinin tavuklardan
insanlara gegtigi gozlenmistir. Salmonella typhimurium'da enrofloksasine karsi

ribozomal direnglilik sekillendigi ortaya konmustur (Zengin, 1996).

Direnglilik, enrofloksasinle sinerjistik etki gosteren ilaglarin birlikte kullanilmasiyla
azaltilabilir; aminoglikozidler, fosfomisin (Stafilokoklara kars1), 3-laktamlar ve diger
DNA jiraz etkinligini engelleyen maddeler (koumermisin, novobiosin) bu tiirden

etkilesmelerin baglica 6rnekleridir (Neuman, 1988).

1. 1. 7. Toksisitesi

1. 1. 7.1. Akut Toksisite

Enrofloksasinin tek doz uygulamasindan sonraki toksisitesi oldukca diisiiktiir. Rat,



fare ve tavsanda, yaklasik ODso degerleri >5000, >5000 ve 500-800 mg/kg c.a’dir
(Parlar, 2000). Biitiin akut etkiler de tedavi i¢in Onerilen doz limitlerinin {istiinde
verilen durumlarda ortaya cikar (Altreuther, 1987). Kopeklere normal tedavi

dozunun 200 kat iistiinde enrofloksasin (1000 mg/kg) verildiginde kusma goriiliir

(Altreuther, 1992).

1.1. 7. 2. Subkronik Toksisite

Enrofloksasinin 13 haftadan fazla bir silireyle yeme ilave edilerek verilmesi
durumunda herhangi bir yan etki sekillenmemistir. Rat, fare ve kopeklerde NOEL
sirastyla 165, 550 ve 52 mg/kg c.a. olarak bildrilmistir (Altreuther 1992).

1. 1. 7. 3. Kronik Toksisite

Ratlara 630 mg/kg c.a./giin ve kopeklere 52 mg/kg c.a./giin dozunda agiz yoluyla 13
hafta siireyle enrofloksasin verildiginde, hayvanlarda herhangi bir toksik etki

olusmadig1 bildirilmistir (Parlar, 2000).

Papaganlara 10 giin siireyle agizdan 30 mg/kg enrofloksasin verilmesi sonucunda
onemli biyokimyasal degisiklik gdzlenmezken; asir1 susama ve diskilamada artis
olustugu, ila¢ verilmesi kesildikten sonra bu durumun normale dondiigii bildirilmistir

(Baumgartner ve Pangerl, 1990).

Tavuk ve hindilerde yapilan bir ¢alismada (Zengin, 1996), 3 giin siire ile 100 ppm
dozunda suya katilarak verilmesi sonucu, su tiikketimi, yumurtlama, déllenme veya

yumurtadan civciv ¢ikma oraninda herhangi bir degisikligin olmadig bildirilmistir.



1. 1. 7. 4. Embriyotoksik ve Teratojenik Etki

Ratlara gebeligin 6 ve 15. giinlerinde 50, 210 ve 875 mg/kg c.a. dozunda
enrofloksasin verildiginde herhangi bir anomali durumuna rastlanmadigi, 210 ve 375
mg/kg c.a. dozunda verildigi gruplar ise fotus agirliginda hafif diigme ve
kemiklesmede gecikme oldugu belirlenmistir (Parlar, 2000). Kopek ve kedilerde
tavsiye edilen dozun 175 kat daha fazlasi verilen enrofloksasin, yavrularda canl
agirlikta bir gerileme ve azalmaya yol agtig bildirilmistir (Altreuther 1987; Parlar,
2000).

1. 1. 6. 5. Mutajenik Etkisi

Ames testi ve Cin hamsterlerinin ovaryum hiicrelerinde yapilan c¢aligmalar
sonucunda enrofloksasinin mutajenik etkisinin olmadigi bildirilmistir (Altreuther

1987, Parlar, 2000).

1. 1. 7. Yan Etkiler

Bakteriyel DNA jiraz lizerinde kinolonlarin etkisi dkaryotik jirazdaki etkisinden 100-
1000 kat daha gii¢liidiir. Bu nedenle memeli dokularinda kinolonlarin zehirliligi

genellikle azdir (Boothe, 1994).

Merkezi sinir sistemi (MSS), mide bagirsak kanali ve 16komotor sistem ile ilgili
rahatsizliklar kinolonlarin en 6nemli yan etkilerini olusturur. Enrofloksasinin fare ve
ratlarin sinir sisteminde siddetli etki gostermedigi bildrilmistir (Filazi, 1995).

Bununla birlikte, kopek ve kedi sinir sisteminde etkisi yoktur (Altreuther, 1992).

Enrofloksasinin sinir sistemine yonelik etkilerinin diger kinolonlar gibi patogenezisi

tam olarak bilinmemektedir. GABA igin antagonistik etkileri in vitro olarak 7



numarali karbon atomundaki heterosiklik yapinin siirdiiriilmesiyle miimkiindiir

(Brown, 1996).

Bulanti, kusma, ishal ve mide-bagirsak kanali ile ilgili rahatsizliklar daha az siklikta
goriiliir. Kopekler ile yapilan arastirmalar (Altreuther, 1992), tedavi dozunun ¢ok
tizerinde verilmesi durumunda (>1000 mg/kg c.a.) ishal olustugunu gostermistir.
Enrofloksasinin anaerobik koklara yonelik etkisi zayif oldugundan, mide-bagirsak
kanalina yo6nelik yan etkilerinin goriilme sikligr diger kinolonlara gore daha azdir

(Hooper ve Wolfson, 1993).

Farelerde yapilan uzun siireli bir fototoksisite calismasinda (Stahlmann, 2002)
siprofloksasin, nalidiksik asit gibi bazi kinolonlarin iyi huylu doku tiimorlerine neden

oldugu tespit edilmistir.

Florokinolonlarin tendo yirtilmalarima neden olduguna iliskin ilk bilgiler 1991'de
bildirilmistir (Pierfitte ve Royer, 1996). Son zamanlarda yapilan arastirmalar
(Shakibaei ve ark., 2000), yetiskin ve yetiskin olmayan ratlarda florokinolonlarla
tedavi sonrasinda tenositlerde ultrastrukturel degisikliklerin oldugunu gdstermistir.
Etkiler ayn1 zamanda hayvanlara magnezyum icermeyen diyetler verildiginde de
belirgin sekilde ortaya ¢ikmistir; bu durum tendopatilerin patofizyolojisinin kikirdak

dokudaki etkilere benzerlik gosterdigine isaret etmektedir.

Yoon ve ark. (2004a) tarafindan yapilan bir calismada, civciv tendosu kiiltiirii
tizerinde enrofloksasinin etkisi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda, elektron
mikroskopta, tendo hiicrelerinde ¢ogalmanin baskilandigi, yapilarinda degisim ve
kollajen fibrillerinin sekillendigi gozlenmistir. Bu degisiklikler ila¢ yogunlugunun
artmasiyla birlikte meydana gelmistir. Enrofloksasinin at tendosu {izerinde de benzer

etkilere yol actig1 gosterilmistir (Yoon ve ark., 2004b).



1. 2. Kikirdak Yap:

Kikirdak doku, kondrosit adi verilen hiicrelerden ve yiiksek oranda hiicre disi
matriksten meydana gelen bir destek dokusudur. Kikirdak dokusu damarsizdir.
Dokuya hakim olan unsurlar, kondrositler ve onlarin irettikleri matriksten ibarettir.
Kondrositler, matriks makromolekiillerinin sentezinden sorumludur. Bu nedenle
kondrositler, iyi gelismis graniiler endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi
icerirler. Kondrositler hiicre dig1 matriksi sentezler ve salgilar, kikirdak matriks tip II
kollajen, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar, glikoproteinler ve doku sivisi

ierirler (Ozner ve ark., 1997; AOF, 2006).

Eklem kikirdaginin tek biyolojik ve mekanik 6zelligi, doku sekli ve kondrosit ile
dokuyu koruyan matriks arasindaki kontraksiyona baglidir. Kondrosit doku
matriksinin makromolekiilleridir. Matriks dokusu ise 3 degisik molekiilden
olusmaktadir. Bunlar kollajenler, proteoglikanlar ve kollajen olmayan proteinlerdir.
Tip II, IX, ve XI kollajenler fibroz ag1 olustururlar. Bu fibréz ag, dokunun esnek ve
kuvvetli olmasimi saglar. Tip IV ise dogrudan kondrositin ¢evresinde bulunarak
matriksle yapigsmasini saglar. Yapidaki proteoglikanlar kikirdagin sertligini olusturur.
Biiytik proteoglikanlar (agreganlar) dokuya baskilara kars1 direng kazandirarak uzun
siire saglam kalmasini saglar. Dekorin, biglikan, fibromodulin gibi kiigiik
proteoglikanlar, diger makromolekiiler matrikslerle baglanarak matrikslerin stabilize
olmasini saglar. Kollajen olmayan proteinlerden olan anchorin C2 kondrositin
matrikse baglanmasina yardimci olur. Diger kollajen olmayan proteinlerden olan
tenaskin ve fibronektin, kondrosit ve matriks arasindaki etkilesmeler lizerinde etkili
olur. Matriks, eklemin hareketi esnasinda hiicrelerin zedelenmelerini onler ve ayrica
hiicreye ulagan molekiillerin tipi ve yogunlugunu belirler. Ayni zamanda kondrositin

seklinin belirlenmesinde de etkilidir (Buckwalter ve Mankin, 1998).

Normal matriksteki degisiklikler, kondrositin makromolekiilerdeki dizilis seklini ve
meydana gelen degisiklikleri belirleme yetenegine ve yeni molekiillerin uygun
miktar ve tipinin yapimindaki istidadina bagldir. Eklemlerin kullanilmasi ile dokular

tizerinde olusan yiiklenme sonucu mekanik, elektriksel ve fizikokimyasal sinyaller
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olusur. Bu sinyallerin, kondrositler tizerindeki etkisi, hiicre yapimi ve yenilenmesine
yoneliktir. Eklemlerin uzun siire aktif kullanilmamasi durumu, matriksin iceriginde
degisikliklere ve bunun sonucunda da doku yapisindaki kayiplarin yani sira hareket
yeteneginin de azalmasina neden olur. Diger taraftan eklemlerin diizenli olarak
kullanilmast kondrositin iiretme etkinligini kamgilar ve i¢ dokularin yeniden

diizenlenmesini saglar (Buckwalter ve ark., 2005 ).

Matriks i¢inde yiiksek orandaki hiyaluronik asit ve bununla birlikte bulunan
proteoglikanlar, kikirdag: kusatan bag dokusu ig¢indeki kan damarlari ile kondrositler
arasinda maddelerin diffiizyonuna izin verir. Bdylece dokunun canliligi saglanir.
Kikirdak matriksinde hiyaluronik asidin yliksek oranda mevcut olmasi, o6zellikle
eklemler gibi hareketli noktalarda kikirdagin agirlik kaldirma kapasitesini de arttirir
(Ozner ve ark., 1997). Ara maddeye gomiilii kollajenler ¢ok miktarda su icerir,
proteoglikanlar ise jel benzeri bir yapt olustururlar. Bu iki yapinin birlikte
olusturdugu ortam hem dokunun saglamligina hem de beslenmesi i¢in gerekli
diffiizyon ortamina olanak saglar. Proteoglikanlar katyon baglayic1 6zelliktedir. Bu
nedenle matriks i¢inde su ve elektrolitlerin taginmasinda énemli rol oynar ( AOF,

2006).

Kikirdakta kondrositlerin yapisi ve hiicre dis1 matriksin biyokimyasal kompozisyonu,
ylizeyden derinlere dogru karakteristik degisiklikler gosterir. Yiizeysel hiicreler,
derinlerde bulunan hiicrelerden daha kiigiiktiir. Derin tabakalardaki hiicreler daha
fazla graniiler endoplazmik retikulum, glikojen damlaciklari igerirken, ylizeysel
hiicrelerde vakuoller ve vezikiiller daha ¢ok sayidadir. Eklem kikirdaginda, tiim
kondrositler fenotipik olarak benzerdir (Zanetti ve ark.,1985; Aydelotte ve Kuettner,
1988; Cavusoglu, 1995).

Eklem kikirdaginda hiicre doniisiimii ¢ok yavastir. Erigskin eklem kikirdaginda
normalde mitotik kondrositlere pek rastlanmaz. Ancak, seyrek de olsa, erigkin
olmayan kikirdagin radiyer bolgesinde mitoz goriilebilir. Normal artikiiler kikirdakta

kondrosit 6liimii ile olusan islevlere in situ nekrozis denir. Eklem kikirdaginda hiicre
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lizisi de goriiliir ve lipidik artiklar matrikste kalir. Mononiikleer fagositik sistem
hiicrelerinin bu dokuda bulunmayisi nedeniyle, yash hiicrelerin 6liimiinden sonra
hiicresel artiklar etkin olarak temizlenemez (Gough ve ark., 1992). Hasar durumunda
eklem kikirdaginin onarimi gergeklesebilir. Hiicre yenilenmesi, hasar yerine komsu
alanlarda hiicre ¢ogalmasi (proliferasyon) seklinde goriiliir. Bu onarim islemi, diger
dokularin onarimmu ile karsilastirildiginda, oldukg¢a yetersizdir; eriskin ve/veya yash

kikirdaktaki etkinligi daha da azalir (Mankin, 1982).

Memelilerde eklem kikirdag: yasla birlikte eroziv ve dejeneratif lezyonlara agik hale
gelir. Ancak, bu yap1 ayn1 zamanda biyolojik olarak ayricalikli bir dokudur. Sistemik
olarak verilen ksenobiyotiklerin zehirli etkilerine direnglidir; c¢ilinkii kikirdakta

sinirsel uyar1 ve damarlagma yoktur (Cavusoglu, 1995).

1. 3. Etkin Oksijen Gruplan

Etkin oksijen kavrami ilk olarak 1900'de Gomberg tarafindan agiklanmistir. Dis
yoriingesinde bir veya daha fazla ¢ift olmayan elektron ihtiva eden serbest haldeki
atom veya molekiil olarak tarif edilebilir (Priscilla ve Heather, 2000). Etkin gruplar
hidrojen atomu ile Fe, Cu, Mn gibi metaller ihtiva eder. Etkin oksijen gruplari
(ROS), hidrojen peroksit (H,0O,), hipoklorid (OCI’), hidroksil (OH), siiperoksid (O3")
gibi maddelerdir (Henrotin ve ark., 2003). Etkin oksijen gruplarin reaksiyonunda
enerjiye ihtiya¢ azdir. Etkin oksijen grubu reaksiyonu yan reaksiyonlar1 baglatan ¢cok
az enerjiyl gerektirir. Hayati islevler icin gerekli olan oksijen, etkin oksijen grubu
olusumuna da yol actig1 icin sonugta zehirleyici etki olusturabilmekte ve cogu
hastaligin patojenitesinde etkili olmaktadir (Yarsan, 1998; Bergendi ve ark., 1999).
Etkin oksijen gruplarin {iretiminin artmasi ve/veya antioksidanlarin tiiketilmesi,
ozellikle yangili eklem hastaliklari, romatoid artritis, aterosklerozis, immunolojik
yetersizlikler, katarakt, diabetus mellitus, kanser, hepatitis gibi degisik patolojik
durumlarda gozlenmistir (Bergendi ve ark., 1999). Oksidatif ve antioksidatif
mekanizmalar arasindaki  dengesizlik doku veya hiicrelerin yap1 veya

fonksiyonlarinda degisiklik olusturacak kadar fazla ise, bu duruma oksidatif stres
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denir. Oksidatif stres anormal katabolik bir durum olarak da degerlendirilir (Henrotin

ve ark., 2005).

Etkin oksijen gruplarinin dokularda meydana getirecekleri hasar ve bunlarin en
onemli sonuglarindan biri olan lipid peroksidasyonu, son yillarda iizerinde énemle
durulan bir konudur. Yaslanma ve yangi olaylarinin agiklanmasinda etkin oksijen

gruplarindan yararlanilmaktadir (Yarsan, 1998; Priscilla ve Heather, 2000).

Oksijen molekiilii tek elektron olarak siiperoksit grubunu ve iki elektron
indirgenmesi ile hidrojen peroksidi meydana getirir. Siiperoksit grubu fizyolojik
pH'da, kendiliginden olusan bir dismutasyonla hidrojen peroksidi olusturabilecegi
gibi, siiperoksit dismutaz (SOD) ile de katalize edilip hidrojen peroksidi olusturur.
Hidrojen peroksit kendisi etkin oksijen grubu degildir; ancak, kolayca oksijen
gruplarini olusturdugundan bu sinifta degerlendirilir (Kaneko, 1980; Dikshith, 1990;
Donaldson, 1993).

Etkin oksijen gruplar1 yapilarinda tek elektron igeren kimyasal olarak etkin
bilesiklerdir. Yasam siireleri ¢ok kisa olmasina karsin, g¢esitli yapilar1 etkilesime
girerek hiicrenin yap1 ve islevlerinde dnemli degisikliklere neden olurlar. Bunlarin
etkileri su sekilde ifade edilebilir (Kaneko, 1980; Comporti, 1993; Yarsan, 1998 ;
Bergendi ve ark.,1999):

a. Niikleik asit, niikleotid, protein ve protein yapisinda olmayan tiyoller (tiyol
oksidasyonu) gibi maddelerle tepkime,

b. Hiicre zar1 bilesenleri (proteinler, lipidler, enzimler, reseptorler ve tasima

sistemleri),

c. Lipid peroksidasyonu baslatici etkileri.

Mikrosirkiilasyonda gerek enzimatik yollarla gerekse metabolik olaylar sonucunda
oksijen gruplari sekillenir. Bu sistemlerin diginda, bagta mitokondriyonlarda elektron

tasinmasi sirasinda olmak iizere, endoplazmik retikulum ve hiicre zar1 elektron
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tasima sistemleri, prostaglandin sentetaz ve lipooksijenaz sistemleri, enzimler,
proteinler, endojen otookside olabilen bilesikler, radyasyon, sigara dumani,
pestisidler, zehirli gazlar, ilaglar ve karsinojen maddeler etkin oksijen gruplarinin
kaynagint olusturur (Kaneko, 1980; Pikul ve ark., 1985; Fraga ve ark., 1989;
Karppanen ve ark., 1989; Dikshith, 1990; Comporti, 1993; Yarsan, 1998).

Normal sartlarda oksijen redaksiyonu sonucu etkin oksijen {iretilebilir. Etkin oksijen
gruplarin ataklarmma ve hasar yapici Ozelliklerine karsin hiicreler dogal olarak
oksidatif hasar1 azaltmaya veya sinirlandirmaya yeteneklidirler. Aerobik
organizmalar da kendilerine 6zgii ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir.
Bu sistemlerin fonksiyonel komponentlerine “antioksidan” denmekte ve bunlar

fonksiyonlaria gore 3 katagoriye ayrilmaktadir (Ursini ve ark., 1981):

a. Koruyucu antioksidanlar: Degisik yollarla etkin oksijen gruplarinin etkisini
azaltmaktadirlar. Hidrojen peroksitlerin yapisin1 degistirerek glutasyon peroksidaz
(GSH-Px), katalaz (CAT), reaktif oksijen dismutasyonu sonucu SOD, karetenoidler
ve metal iyonunu ayirarak (apoferritin, transferin, laktoferrin, seruplasmin) bu etkiye

yol agarlar.

b. Copcii (temizleyici) antioksidanlar: Etkin oksijen tiirlerinin olusumu, baskilama
yoluyla da engellenir. Bunlar zincir olusumunun baglamasin1 baskilar veya zincir
olusumunu kirarak yayilmasini engellerler (Vitamin E, C, karotenoidler, ubiguinol,

tirik asid, bilirubin).

c. Onarim mekanizmasi olan antioksidanlar (proteaz ve fosfolipaz A).

Etkin oksijen gruplar ile ilgili degerlendirmeler {i¢ kritere bagl olarak yapilabilir
( Bergendi ve ark., 1999):
a. Etkin gruplarin in vivo olarak kimyasallarla dolayli olarak yakalanmasi ve daha

sonra da ex vivo da elektron spin resonans (ESR) kullanarak 6l¢iilmesi,
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b. Dogal savunma sistemini (SOD, CAT gibi) olusturan etkin maddelerin
miktarlarinin belirlenmesi,
c. Bircok arastirmada oldugu gibi malondialdehid (MDA) gibi lipid peroksidasyonun

son {riinlerinin dl¢lilmesi.

1. 4. Antioksidan Maddeler

Etkin oksijen gruplarmin hasar yapici 6zelliklerine karsin hiicreler dogal olarak
oksidatif hasar1 azaltmaya veya siirlandirmaya c¢alisirlar. Hiicre koruyucu
mekanizmalar oksijen gruplarini gidermek ve detoksifiye etmek iizere diizenlenmis
bircok enzim sistemini icerirler (Benlier,1998; Yal¢in, 1998). Baslica dogal
antioksidan etki cesitleri ve antioksidan sistemin baslica elemanlar1 asagidaki gibidir

(Benlier, 1998):

Enzimler: Antioksidan olarak etkinlik gosteren baslica enzimler; SOD, CAT, GSH-
Px, GSH-R ve GST'dir.

Suda Coziinen Grup Tutuculari: Bu sekilde etkinlik gosteren maddeler

indirgenmis GSH, vitamin C, iirik asit, glukoz ve sisteindir.

Yagda Coziinen Grup Tutuculari: Bunlar; vitamin E, B Karoten, bilirubin,

ubikinol ve flavonoidlerdir.

Metal Iyonlarinm Baglayan Proteinler: Metal iyonlarni baglayarak etkinlik
gosteren  antioksidanlar  ferritin, transferrin, haptoglobulin, hemopeksin,

seruloplazmin ve albumindir.

Diger Antioksidanlar: Yukarida s6zi edilen antioksidanlarin disinda, ¢ok sayida
endojen ve ekzojen molekiiliin antioksidan etkisi oldugu bildirilmistir (Benlier,

1998).
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1.4.1. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz’in kesfedilmesi bilimsel ¢evrelerde biiyiik yanki uyandirmistir.
Ciinkii, SOD sadece siiperoksidi (oksijen metabolizmasi temel {iriinii) liretmekle ve
aciga cikartmakla kalmaz, ayn1 zamanda detoksifikasyon 6zelligi de gosterir. Etkin
oksijen gruplara kars1 organizmadaki ilk savunma SOD ile gergeklesir. Bu maddeye
baslangicita sitokoprotein daha sonra ise Cu,Zn-SOD ismi verilmistir (Bergendi ve

ark., 1999).

Stiperoksit dismutaz aerobik hiicrelerin tiimiinde bulunurken anaerob hiicrelerin
¢ogunda bulunmamaktadir. SOD'un aerobik hiicrelerin yasami i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Fridovich, 1986; Benlier,1998). Hiicrelerdeki SOD miktar1 normal
kosullarda olusan O, iiretimini karsilayacak kadardir. Yiiksek oksijen
yogunlukluklarinda SOD sentezi artmakla birlikte zehirliliginin azaltilmasinda
yetersiz kalmaktadir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksidi dismutasyon sonucunda
H,0; ve Oy ye doniistiiriir. Dismutasyon ile olusan H,O, ise CAT veya GSH-Px
tarafindan O, ve H,O'ya indirgenmektedir (Ufuk, 1992; Bergendi ve ark., 1999).

Insanlarda 3 tip SOD vardir. Bunlar sitozolik Cu Zn-SOD, mitokondriyal Mn-SOD
ve hiicre dis1 SOD (EC-SOD) (Bergendi ve ark., 1999).

Stiperoksit dismutaz, ROS’un zehirliliginin azaltilmasinda onemli fakat sinirli rol
oynamaktadir. Ciinkii, H>O, zehirliligini 6nleyen enzimler etkisiz veya yetersiz ise

zehirli oksidatif strese sebep olabilir (Bergendi ve ark., 1999).

Molekiiliinde bulunan Cu katalitik etkiden sorumludur; kimyasal yap1 Zn tarafindan

daha da saglamlastirilmaktadir (Bergendi ve ark 1999).

Siiperoksid dismutaz, CAT ve GSH-Px'dan farkli olarak etkin oksijen grubu substrat

olarak kullanir. Organizmada oksidatif stresin arttigi klinik durumlarda SOD,
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aktivitesini arttirarak koruyucu etkinligini devam ettirir. Ozellikle antioksidan etkili
diger enzimlerin aktivitelerinde azalmanin s6z konusu oldugu klinik durumlarda
SOD'un aktivitesinin arttig1 ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (Ufuk, 1992; Seven
ve Candan, 1996; Bergendi ve ark., 1999).

Siiperoksit dismutaz'in Cobb 1rki beyaz tavuklardaki (Ross PM 3) aktivitesi 18
IU/mg iken, bu diizey vitamin C verilmesi durumunda % 20 kadar yiikselebilir
(Aydemir ve ark., 2000). Ross ve Cobb 1rki tavuklardaki SOD aktivitesi ise 47.25 ve
42.98 U/g Hb'dir ( Altan ve ark., 2003).

1.4.2. Katalaz

Katalaz, tiim hiicre tiplerinde degisik yogunluklarda bulunur; % 20'si sitoplazma, %
80'1 de peroksizomlarda yerlesir ve hidrojen peroksitle tepkimeye girer (Seven ve

Candan, 1996; Benlier, 1998).

Katalaz ve GSH-Px‘in H,0,'in yikimlanmasinda etkili olduguna dair arastirmalar
vardir. Stiperoksit dismutazin siiperoksit anyon gruplrina etkin agiga ¢ikan hidrojen

peroksit CAT'la H,O ve O, ‘ye doniisiir (Bergendi ve ark, 1999).

Katalaz'in beyaz (Ross PM 3), Ross ve Cobb 1rki tavuklardaki aktivitesi sirasiyla
310 IU/mg, 349.93 ve 381.12 (k/gHb) olarak olgiilmiistiir ( Aydemir ve ark., 2000;
Altan ve ark., 2003).

1.4.3. Glutasyon peroksidaz

Normal kosullarda hiicrelerde bulunan H,O,'in zehirsizlestirilmesinden esas olarak
GSH-Px sorumludur. Glutasyon peroksidaz lipid peroksidasyonun baslamasini ve

gelismesini 6nleyici 6zellikte bir enzimdir (Seven ve Candan, 1996).
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Stiperoksit gruplarinin zehirliliginin 6nlenmesi i¢in enzim sistemleri bulunmasina
karsin OHe icin benzer sistemler yoktur. Hidroksil grubu diizeyi, ancak H,O, ve O,
diizeylerinin kontrolii yardimiyla denetlenebillir. Siiperoksit dismutaz etkili bir
bicimde etkin O, zehirliliginin 6nlenmesine karsin, sonucta H,O, olustugundan etkin
oksijen gruplar1 tam olarak giderilmig sayilmaz. Ciinkii etkin O, ve H,O,, demir
katalizorliigiinde tepkimeye girerek OHe olustururlar; bu, bilinen en zehirli etkin
oksijen gruplaridir. Hidroksil grubu, suyun yiliksek enerjili iyonizan radyasyona
maruz birakilmasiyla da olusur ve canli dokularda iyonizan radyasyonun yaptigi

hasarin biiylik kismindan sorumludur (Ufuk, 1992).

1.4.4. Malondialdehid

Malondialdehid, ¢cogunlukla oksidatif stres belirteci olarak kullanilmaktadir. Lipid
peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklere
doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden sonuncusu olan MDA,
tiyobarbitiirik asit testi ile Olgiilmekte ve bu yontem lipid peroksidasyonunun

saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir (Benlier, 1998).

1. 5. Etkin oksijen gruplarimin kikirdak dokusundaki etkisi

Etkin oksijen, hem hiicre fizyolojisini etkilemekte hem de hiicre i¢i yapilara
yayilmaktadir. Aynm1 zamanda hiicre tahribatina da istirak etmektedir (Henrotin ve
ark., 2005). Etkin oksijen grubu, hiicre etkinlikleri, hiicre ¢ogalmasi ve matriks
remodiilizasyonu gibi temel kondrosit etkinliklerinde 6nemli rol oynamaktadir. Etkin
oksijen grubu tiretimi antioksidan kapasitesinden fazla olursa “oksidatif stres” ortaya
ctkmaktadir. Bu stres de hiicre o6liimiine ve kikirdak yapisi ile fonksiyonlarinda
tahribata neden olmaktadir. Yiiksek diizeyde ROS’un kondrositler i¢in sitotoksik etki
yaptigina dair bir¢ok yayin mevcuttur (Murphy ve Sambanis, 2001; Scherer ve ark.,
2004; Henrotin ve ark., 2005 ).
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Etkin oksijen grubu, kikirdak degredasyonu ve eklem yangisina neden olan bazi
biyokimyasal faktorlerin diizenlenmesi ve liretilmesi olaymna karigmaktadir. Ayrica
ROS, dogrudan ya da dolayli olarak matriks bilesenleri yapiminin azalmasina neden
olur ve latent metalloproteinazi etkin hale getirerek tim matriks bilesenlerinin
tahribatina da sebep olabilmektedir. Kondrositler tarafindan tiretilen ROS, nitrik
oksid (NO) ve siiperoksid anyon grubunu iiretir. Ayrica, OH', H,O, ve siiperoksid
tiirleri de iiretilebilmektedir (Hiran ve ark., 1997; Yarsan, 1998).

Eklem olgunlasmamis kikirdak kondrositleri % 5'lik ve % 21'lik oksijende inkiibe
edildiginde, % 5’lik oksijendeki kondrosit ¢ogalmasinin 60 kat arttigi, % 21'lik
oksijende ise DNA'da hasar olusarak kondrositlerdeki ¢ogalmanin 4 kattan daha az
gergeklestigi bildirilmistir. Bu da olgunlagsmamis kontrositlerin oksidatif strese sebep

oldugunu ortaya ¢ikarmigtir (Martin ve ark., 2004).

Vitamin E, C, A, Bs, By ve selenyumun ilave edildigi yemler mekanik olarak
STR/IN erkek farelerde osteoartritisin (OA) gelismesini azaltir. Bu da ROS'un
mekanik olarak OA 'ya neden olabilecegini gostermektedir (Kurz ve ark., 2002).

Etkin oksijen grup zehirlenmesine karst korunmak i¢in kondrositler iyi diizenlenmis,
SOD, CAT ve GSH-Px'den olusan antioksidan enzimler ile donanmistir. Domuz
kondrositleri etkin hale getirilmis noétrofil veya H,O,’ye maruz kaldiginda, SOD
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir ( Brosiczky ve ark., 2003).

Ksantin oksidaz (XO) tarafindan iiretilen siiperoksit, kikirdak kondrositlerinin
gelismesinde baskilanmaya neden olurken, eklem i¢i H,O,, fare diz ekleminde
kondrositlerin 6liimiine sebep olmaktadir. Baz1 arastiricilar (Henrotin ve ark., 2005)
NO'nun insan kondrosit kiiltlirii lizerinde dogrudan sitotoksik etkisinin oldugunu
belirlerken, diger bazi arastiricilar (Jallali ve ark., 2005) NO’nun kondrositlerin hiicre
Olimiine aracilik ettigini ve bunu yapabilmesi i¢in ilave etkin gruplarin olugmasi

gerektigini belirtmektedirler.
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Cesitli arastirma sonuglar1 oksidatif strese bagli antioksidanlardaki bozulma ile
romatoid artritis (RA) arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir (Cimen ve ark.,

2000; Ashour ve ark., 2000; Taysi ve ark., 2002; Karatas ve ark., 2003).

Romatoid artritisli hastalarda, MDA seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek;
vitamin A, E, C, GSH-Px, CAT, SOD, hemoglobin ve hematokrit degerlerinin ise
diisiik oldugu gosterilmistir (Karatas ve ark., 2003).

Bagka bir ¢alismada (Cimen ve ark., 2000) da romatoid artritisli hastalarda kontrol
grubuna gore eritrosit SOD ve XO aktivitesi ile MDA seviyesinin yiiksek oldugu,
CAT, GSH-Px aktivitelerinde ise degisiklik goriilmedigi bildirilmistir.

Romatoid artritis ve OA hastalar iizerinde yapilan arastirmalarda (Sezgin ve ark.,
2005) RA hastalarinda plazma MDA yogunlugunun OA ve kontrol grubuna gore
onemli diizeyde arttif1; katalaz aktivitesinin ise RA hastalarda OA ve kontrol
grubuna gore dnemli diizeyde azaldigi; SOD aktivitesi bakimindan gruplar arasinda

onemli bir degisikligin meydana gelmedigi bildirilmistir.

Bazi arastiricilar (Ashour ve ark., 2000; Taysi ve ark., 2002) RA hastalarinda serum
ve eritrositlerdeki SOD aktivitesinin azaldigini, digerleri ise (Cimen ve ark., 2000)
herhangi bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir. Romatoid artritisli hastalarinin
serum ve eritrositlerindeki CAT aktivitesi ile ilgili de degisik goriisler ortaya
atilmistir. Bazi arastiricilar (Taysi ve ark 2002) azaldigin1 savunurken digerleri

(Cimen ve ark., 2000) herhangi bir degisiklik olmadigin1 gérmiislerdir.

Bazi arastiricilar (Ozgiines ve ark., 1995; Gambhir ve ark., 1997) lipid peroksidasyon
tirtini olan MDA'nin, RA hastalarinda serum ve sinovial sividaki seviyesinin yiiksek
oldugunu bildirirken, digerleri (Oliveri ve ark., 1991) herhangi bir degisiklik

olmadigini bildirmiglerdir.
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Bu sonuglara gére RA'nin olusmasinda etkin oksijen grubu iiretimindeki artisin temel

faktor oldugu iddia edilmistir (Cimen ve ark., 2000).

1. 6. Kinolonlarin Kikirdak Yap: Uzerindeki Etkisi

Kinolonlarin eklem kikirdak yapilar iizerinde artropati (QAP) olusturucu etkilerine
yonelik ilk deneysel calisma 1977 yilinda Ingham ve ark. tarafindan yayimlanmistir.
Bunu izleyen calismalar (Ron ve ark., 2000) kinolonlarin yetiskin olmayanlarin
iskelet kaslarinda hasara ve eklemlerinde dejenerasyona (artropati) sebep oldugunu
gostermistir. Yetiskin olmayan hayvanlarda eklem kikirdaginda akut dejenerasyon ve
eklem ylizeyinde erozyonla karakterize durum tespit edilir. Bu morfolojik bulgulara,
eklem boslugundaki hiicre dokiilmesi ve yangisal olmayan bozukluklar da eslik eder.
Lezyonlardan etkilenen kikirdak genellikle kendini tekrar yenileyemez. Kikirdak
icindeki ¢Oziinebilir ayrisma irlinleri eklem sivisi ig¢inde irrite edici tepkimelere
sebep olabilir. Bu baslangi¢c formu hem insanlarda hem de hayvanlarda olur ve

kronik deformans (romatoid arthritis) ile sonuglanabilir.

Pipedimik asit ile kopekler iizerinde yapilan bir ¢aligmada (Ingham ve ark.,1977),
appendikiiler iskeletin major eklemlerinde lezyonlar goriilmiis, eklem boslugunda
sinovial sivi artist belirlenmistir. Erken donemde eklem yiiziinde 5-20 mm c¢aph
yuvarlak blister seklinde olan lezyonlarin, hizli bir ilerleme gostererek {ilseratif
erozyon sekline diniistigii belirtilmektedir. Mikroskopik incelemede, eklem
kikirdagiin ara bolgesinde yarik ve ¢evresindeki bolgelerde hipertrofi, biiziilmiis ve
bazi vakuollii kondrositler >10 sayida kondrosit iceren kiimeler, multiniikleer
hiicreler bulundugu, matriksin ise bazofilik 6zelligini kaybettigi bildirilmistir Bunu
izleyen yillarda diger kinolon tiirleri ile farkli deney hayvanlarinda QAP patogenezi
ile ilgili caligmalar yapilmistir (Gough ve ark., 1979; Gough ve ark., 1985; Stahlman
ve ark., 1988a; Stahlman ve ark., 1988b; Kato ve Onodera, 1988; Amacher ve ark.,
1989; Burkhardt ve ark., 1990; Stahlmann ve ark., 1990; Bendele ve ark., 1990;
Machida ve ark., 1990; Burkhardt ve ark., 1992; Burkhardt ve ark., 1993).
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Rat, si¢an, tavsan, kopek, fare, primatlar gibi ¢esitli hayvan tiirlerinde yapilan bir¢ok
calismada (Kato ve Onodera 1988; Bendele ve ark., 1990; Machida ve ark., 1990;
Stahlmann ve ark., 1990; Burkhardt ve ark., 1990; Bertino ve Fish, 2000; Kappel ve

ark., 2002) kinolonlarin artropatiye neden oldugu belirlenmistir.

Florokinolonlar (norfloksasin, siprofloksasin, ofloksasin ve temafloksasin) ile
hayvanlar {izerinde yapilan caligmalarda (Corrado ve ark.,1987; Schliier, 1987;

Patterson, 1991), yetiskin olmayanlarin eklemlerinde tipik lezyonlar goriilmiistiir.

Kinolonlar yetiskin olmayan kopeklerin iskelet kaslarinda hasara ve eklemlerinde
dejenerasyona sebep olur. Histopatolojik bulgularda, eklem i¢inde vezikiiller olusur
daha ileri donemlerde vezikiiller kopar ve eklem erezyonu olusur. Kopekler yaklasik
3-6 aylik iken QAP'ye kars1 duyarlilik gosterir. Yetiskin kopeklerde kisa siireli (7-14
giin) tedavi ile artropati olugsmamasina karsin, uzun siireli (12 ay) tedavi ile artropati

olustug bildirilmistir (Christ ve ark., 1988).

Kinolonlarla artropatiye hassasiyet yasi siganlar i¢cin dogumdan sonra 4-6 haftadir
(Kato ve Onodera, 1988). Deneysel c¢alismalar ile gdzlemlenen bu yasa bagimh
toksisitenin nedeni, heniiz tam olarak bilinmemektedir. Geng ve yetiskin hayvanlarda
kinolonlarin metabolizmasinin farkli olmasi bir faktor gibi gériinmektedir. Bu durum
eklem kikirdagi olgunlastikca ortaya ¢ikan yapisal degisiklere bagli da olabilir ya da
ilacin sinovial sivi ve/veya subkondral kemikteki damarlar araciligi ile eklem
kikirdagina dagiliminda yasla birlikte olusan degisiklikler de bir faktor olarak
degerlendirilebilir (Cavusoglu, 1995). Kinolonlarin kikirdak matrikse ya da eklem
kikirdagt komponentlerine baglanmasina iliskin calismalar (Stahlmann, 2003),
kinolonlarin in vitro sartlarda gelismekte olan hayvanlarin kikirdagina, yetiskin
hayvanlarin kikirdagindan daha ytiksek derecede baglandigini gostermistir. Bu da
gelismekte olan genc¢ hayvanlarin QAP'ye daha yiiksek duyarlilik gostermesini
aciklayabilir.
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Kinolonlarin kikirdak dokuya yonelik etkileri 6zellikle yetiskin olmayan hayvanlarda
ortaya ¢ikar; gelisme donemine bagli olarak kikirdak ve epifisiyel biliyiime tabakasi
etkilenir (Schaad, 2000). Florokinolonlarin kikirdak dokuya yonelik etkileri bu
smifin ortak 6zelligi olarak diisiiniilse de, bireysel olarak onemli farkliliklar s6z
konusudur (Pertuiset ve ark., 1989). Bu nedenle, sadece bir tek kinolondan elde
edilen sonuglarin diger biitiin kinolonlar i¢in genellenemeyecegi bildirilmektedir
(Stahlmann ve Lode, 1999). Yapilan bir calisma (Altreuther, 1992), 1-4 haftalik ¢ok
geng kopeklerde (10 giin siireyle 5-25 mg/kg c.a. dozunda verilmesini) enrofloksasin
kikirdak lezyonlar1 olugmadan tolere edildigini gostermistir. Alti haftaligin
tizerindeki kopeklerde ise lezyonlarin olugsmasinin doz ve kullanim siiresine baglh
oldugu ileri stiriilmiistiir. Enrofloksasin gebe kopeklere uygulandiginda, yeni dogan
yavrularin kikirdaklarinda herhangi bir olumsuz durum tespit edilmemistir. Ayni
sekilde enrofloksasin ile 30 giine kadar tedavi edilen 2-10 aylik ve gelismekte olan
kedilerde de herhangi bir lezyona rastlanmamistir. Bununla birlikte kedi kikirdaginin
enrofloksasine kars1 kopege gore daha toleransli oldugu bildirilmistir (Altreuther,

1992; Bayer, 1999).

In vivo galismalarda agizdan giinde 1-2 defa 20 mg/kg/giin dozunda geng kopeklere
ofloksasin verilmesi ile giinde 1 defa ilag uygulanan hayvanlarin sadece birinde 24
saat gectikten sonra femur basinin patolojik muayenesinde kikirdak yiizeyinde i¢i
stvi dolu vezikiiller gdzlenmis ve bu lezyonlar diger grubun tiim fertlerinde tespit

edilmistir (Yabe ve ark., 2001).

In vitro ¢alismalarda gen¢ kopeklerden elde edilen eklem kikirdagi 6.3 — 100 pL
ofloksasine 24 saat siireyle maruz birakilmig, bu siirenin sonunda proteoglikan
yapimmunin 12.5 pL dozdan baslayarak azaldigi; DNA ve protein yapiminda ise 100
uL doza kadar herhangi bir degisikligin meydana gelmedigi bildirilmistir (Yabe ve
ark., 2004).

Deneysel calismalar ile ortaya ¢ikan bir diger 6zellik, QAP olusturma potansiyelinin

doz ile iliskili olmasidir. Ayrica QAP olusturucu doz, tiirler arasinda ve kinolon
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cesitleri arasinda da farklilik gostermektedir (Stahlmann ve ark.,1988a; Stahlmann ve
ark., 1988b; Amacher ve ark., 1989; Machida ve ark., 1990; Stahlmann ve ark,
1993). Karsilastirmali hayvan deneylerinde eklemlere yonelik istenmeyen etkiler
olusturacak en alt doz seviyeleri ile birlikte, serum ve kikirdak doku yogunluklari;
norfloksasin ve nalidiksik asit i¢in kdpek, tavsan ve sicanlarda ¢alisilmistir. Bu etkiyi

olusturacak en alt dozun 25-100 mg/kg arasinda degistigi bildirilmistir (Machida ve
ark., 1990).

Kinolonlarin kikirdak matriks komponentlerinde olusturduklar1 degisiklikler hem in
vivo hem de in vitro olarak gosterilmistir (Bukhardt ve ark., 1992; Mackide ve
ark.,1990). Radyoaktif madde ile isaretli kinolonlar kullanilarak ratlarda yapilan bir
calismada (Christ ve ark., 1988), damar i¢i uygulamadan sonra eklem kikirdaginda
yiiksek yogunlukta ila¢ tespit edilmistir. Ofloksasin ve siprofloksasinle ratlar ve
kopekler gibi farkli tiirlerde yapilan c¢alismalarda doza bagli olarak lezyonlar
gelismistir (Burkhardt ve ark., 1990; Gough ve ark., 1996).

Farelere 400 mg/kg dozda 10 giin siireyle pefloksasin verilmesi ile metabolizmada
degisiklik, kollajen, proteoglikan gibi hiicre dis1 proteinleri baglama 6zelliklerinde
farklilik meydana geldigi ve ayrica kollajen yapida oksidatif yikimlanmalarin ortaya
ciktig1 goriilmiistiir (Marie ve ark., 1999). Ancak, yetiskin olmayan ratlara 5 giin siire
ile 1600 mg/kg dozda agi1z yoluyla sadece garenoksasin veya siprofloksasin verilmesi
durumunda herhangi bir kondrotoksite belirtisi goriilmemistir (Kastner ve ark.,

2004).

Yapilan bir ¢caligmada (Li ve ark., 2004), 4 haftalik ratlara 7 giin siireyle ve her giin
olacak sekilde 400, 800 ve 1200 mg/kg siprofloksasin uygulanmistir. Diz ekleminde
yapilan histopatolojik muayene sonucunda 800 ve 1200 mg/kg verilen gruplarda
kikirdakta matriks siskinligi, kondrositlerde eksilme gibi akut lezyonlar goriilmiistiir.
Kikirdak kalinliginin kontrol grubuna goére Onemli derecede azaldigi ve aym
zamanda kondrositlerde hiicre ¢ogalmasi1 ve proteoglikan salgilanmasinda azalma

sekillendigi belirlenmistir.

24



Yapilan bir ¢alismada (Stahlman ve ark., 2000), 10-11 haftalik képeklere 5 giin siire
ile 30 ve 200 mg/kg c.a. dozunda siprofloksasin verilmesi ile birinci grupta eklem
kikirdaginda herhangi bir patolojik degisiklik goriilmezken, ikinci grupta erozyonlar
olustugu goriilmiistiir. Immunolojik ve  histokimyasal analizler fibronektinde
cogalma, diger matrikslerde ise higbir degisikligin olmadigini gostermistir. Yetiskin
olmayan Beagle kopeklerine agiz yoluyla 200 mg/kg c.a. siprofloksasin verildiginde
her 5 kopekten ikisinde eklem kikirdaginda catlak yapilar ve erozyonlar olusmustur.
Elektron mikroskopla bakildiginda, mitokondriyada siskinlik, endoplazmik
retikulumda biiytime, kalinlagma gibi degisiklikler ortaya konmustur (Stahlman ve

ark., 2000).

At patella kikirdaginda 5 degisik yogunlukta (2, 10, 1000, 10000, 50000 pg/ml)
enrofloksasin 72 saat siireyle inkube edildiginde, proteoglikan yapimi en iyi kontrol
ve diisiik inkubasyonlarda (2,10 pg/ml) gergeklesmistir. Yiiksek yogunluklardaki
inkubasyonlarda enrofloksasin yasla ilgili olmaksizin proteoglikan yapimini
durdurmustur. Proteoglikan gerilemesi diisiik yogunluklardaki gruplar ile kontrol
grubu arasinda farklilik olmamasina karsin, yiiksek yogunluklardaki gruplar ile
kontrol grubu arasinda Onemli fark bulunmustur. Diger taraftan, degisik
yogunluklardaki enrofloksasinin endojen proteoglikanlar {izerine herhangi bir

etkisinin olmadigi bildirilmistir (Beluche ve ark., 1999).

Arastirmalar (Venkatesan ve ark., 1999), dejeneratif eklem hastaliklarinda
kanatlilardaki ~ proteoglikanin  eklem  kikirdaklarindaki ~ metabolizmasinin

memelilerdekine benzedigini ortaya koymaktadir.

Peter ve ark. (2002), tavuklarda kullanilan baz1 antibiyotiklerin kanath
kikirdagindaki in vitro etkisini arastirmislar ve enrofloksasinin (200 ve 400 pg/ml

dozda) kikirdagin 30 giin siireyle cogalmasini engelledigini belirtmislerdir.

Kinolonlarin eklemlere yonelik etkisinde (artropati), viicut agirhiginin olusturdugu

mekanik basincin roliiniin oldugunu destekleyen caligmalar da bulunmaktadir
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(Ingham ve ark., 1977; Gough ve ark., 1979; Kato ve Onodera, 1988; Burkhardt ve
ark., 1990; Gough ve ark., 1992). Kinolonlar yetiskin olmayan memeli hayvanlarda
gelismekte olan eklem kikirdaginda kondrotoksik nitelikte etkilere de yol acar
(Burkhardt ve ark., 1993; Kashida ve Kato, 1997; Takaizawa ve ark., 1999). Daha
Onceleri yapilan arastirmalar eklem hasarinin 6zellikle, sagaltim sirasinda siirekli
strese maruz kalan eklemlerde oldugunu gostermistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalar
(Christ ve ark., 1988) strese maruz kalmayan eklemlerde de bu lezyonlarin

olusabilecegini, ancak siddetinin daha az oldugunu ortaya koymustur.

Bu bulgular, damardan yoksun artikiiler kikirdagin sinovial sividan diffiizyonla
beslendigini ve besinler yaninda zehirli maddeleri de bu yolla aldigim
diisiindiirmektedir. Eklem hareketleri diffiizyonu arttirir. Viicut hareketleri ile
eklemlerde proteoglikan molekiilleri arasinda ortaya ¢ikan baskilanma ve gevseme,
kikirdak matriksinde sivi gegisini saglar. Hareketsiz eklemde besin kaynaginda
yetersizlik olusur ve potansiyel zehirli bilesiklerin de ayni sekilde kikirdak dokusuna
diffiizyonu azalabilir. Ancak, bu aciklamalar yetigskin eklem kikirdag: i¢in dogru
olabilir. Gelismekte olan kikirdakta yalnizca ince yiizey tabaka damardan yoksundur.
Epifiziyel bolimii ise kikirdak kanallarimin iginde olusan vaskiiler ag ile iyice
damarlagsmistir. Her iki hipotezde de sonug artopatidir (Wilsman ve Van Sickle,

1970).

Kinolonlarin eklemlere yodnelik meydana getirecegi hasarin patogenez ve
biyokimyasal mekanizmalar1 tam olarak agiklanamamistir. Bunun en énemli nedeni
lezyonlarin etiyolojisinde muhtemelen ¢ok fazla faktoriin rol oynamasidir. Bu
konuda bir ¢ok goriis var ise de, kinolonlarin eklemlere yonelik olumsuz etkilere
sebep oldugu 6zel mekanizmalar hala tam olarak agikliga kavusturulamamistir. Bu
durumun patogenezi ile ilgili varsayimlardan biri, ilk etkilenen yapinin kikirdak
matriksi olarak kabul edilmesidir. Bazi arastiricilar kinolon zehirlenmelerinin ana
bolgesinin kondrositler oldugunu savunmuslardir (Takada ve ark., 1994; Kato ve
ark., 1995). Diger goriis ise, birincil olarak etkilenen kondrositlerin ikincil olarak

hiicre dis1 matriks yikimlanmasina neden oldugu seklindedir. Arastiricilara gore
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(Bendele ve ark., 1990), kinolonlar dogrudan eklem kikirdagindaki hiicre disi

matrikse karismaktadir.

Sonraki arastirmalar (Stahlmann ve ark., 1995; Foster ve ark., 1996) Mg iyonunun
kinolon ile selasyonunun kondrosit yiizeyindeki integrin reseptorlerin fonksiyonlarini
degistirdigini gostermistir. Kinolonlarin primer olarak eklem kikirdaginda Mg-
bagimli integrinleri etkileyerek kondrositlere yonelik zehirli etkilere neden oldugu
goriisii de vardir. Integrinler hiicre-matriks etkilesiminde énemli rol oynarlar. Bazi
integrinler normal fonksiyonlarini yapabilmek i¢cin Mg iyonlarina gereksinim duyar.
Bu iki degerlikli katyonla sabit selat olusturan kinolonlar, elekrolitik dengeyi ciddi
olarak etkileyebilir, kikirdak dokusu i¢inde integrinlerin fonksiyonunu bozabilir ve
matriks dejenerasyonuna neden olabilirler (Stahlmann ve ark., 1993). Diger taraftan,
kinolonlar, selasyon yapan maddeler yoluyla proteoglikan sentezi ve doniisiimiinden
sorumlu ¢inko iceren enzimler ile de etkilesebilir (Gough ve ark., 1992). Bu
ozellikleriyle, DNA jiraz kompleksleri olusumu ile yakin iliskisi olan Mg iyonlar1 ile
selat yaparlar (Stahlmann ve ark., 1993). Magnezyum gibi hiicre zar1 biitlinliigliniin
korunmas: i¢in gereken iki degerlikli katyonlarla selasyon yaparlar ve bunun

sonunda, hiicre zarlarinda degisiklikler ortaya ¢ikabilir (Wolfson ve Hooper, 1989b).

Dort ve 6 ayhik kopekler ile 2-4 yastaki atlarin eklem kikirdagindan alinan
kondrositlere 10, 40, 80 ve 160 pg/ml siprofloksasin, 10, 50, 100 ve 150 pg/ml
enrofloksasin (magnezyum olmaksizin) ekilmis ve sonucta ekim kutusuna olan
yapigkanlik yeteneginin bliylik Olclide diistiigii belirlenmistir (Egerbacher ve ark.,
2001).

Yetiskin ve neonatal donemdeki atlarin eklem kikirdagindan alinan kondrositlere
Mg'dan yoksun ve degisik yogunluklarda enrofloksasin (1,5, 25, 100, 500 pg/ml)
uygulamasi ile sonugta, 6zellikle neonatal donemde atlarin eklem kikirdagi iizerinde

tahrip edici etkisi tespit edilmistir (Davenport ve ark., 2001).
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Kikirdak dejenerasyonu ve eklem yangisindaki biyokimyasal olaylarin gelisiminde
etkin oksijen gruplarmin da rol oynadigi ileri siiriilmektedir. /n vitro ortamda
kinolonlar, gen¢ kondrositlerde oksidatif metabolizmay1 uyarmaktadir (Giirbay ve
ark., 2001). Degisik tiirlerden alinan kikirdak 6rnekleri lizerinde yapilan ¢aligsmalar
da (Kato ve Onodera, 1988; Burkhardt ve ark., 1993; Hildebrand ve ark., 1993; Kato
ve ark., 1995), kinolonlarin kollajen veya glikozaminoglikan yapiminda inhibisyona

ve mitokondrial integrasyonda bozukluga neden oldugu bildirilmistir.

In vitro ¢aligmalar da bu bilgileri desteklemistir. Yapilan calismalar (Pelletier ve
ark., 2000) etkin oksijen grubunun, kondrosit 6zelliklerine ve matriks bilesenlerine
etkilerinin oldugunu gostermistir. Calismalarda etkin oksijen gruplarinin olugsmasina
bagh kikirdak dokuda da bozulma olabilecegi bildirilmistir. /n vitro yapilan bir
calismada (Henrotin ve ark., 2003), kinolonlarin gen¢ kondrositlerde (kondroblast)
oksidasyon metabolizmasinin uyarilmasina sebep oldugu bildirilmigtir. Ayrica in
vitro ortamda norfloksasin, ofloksasin, siprofloksasin, nalidiksik asit gibi
kinolonlarin da, gen¢ kondrositlerde oksidatif metabolizmay1 uyardigi saptanmistir
(Machida ve ark., 1990; Thuong-Guyot ve ark., 1994; Stahlmann ve ark., 2000;
Kappel ve ark., 2002).

Deneysel osteoartritisin sagaltiminda, recombinant insan SOD kullanilmig ve
tavuklarin diz eklemleri kikirdak dejenerasyonunda 6nemli oranda azalma tespit
edilmis ve bu durum osteoartritisin olusumu esnasinda eklem kikirdak dokusunda
SOD'un baskilayicr etkisiyle agiklanmistir (Hoedt-Schmidt ve ark., 1993). Kikirdak
dokuya yonelik lezyonlarin olugsmasinda bu ilaglarin Mg iyonlariyla selat
olusturmalar1 ve bunun da etkin oksjen gruplarin olusumuna yol agabilecegi ileri
stiriilmektedir (Vormann ve ark., 1997; Stahlmann, 2003). Bu ila¢la tedavi olmayan
geng ratlarda Mg eksikliginden dolay1 benzer lezyonlar gozlenmistir (Foster ve ark.,

1997).

Gurbay ve ark. (2001), enrofloksasinin oksidatif stres yapma ihtimali iizerine

yaptiklart arastirmada, insan fibroblast dokularinda lipid peroksidasyon, GSH, CAT,
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SOD ve GSH-Px aktivitelerini dlgmiislerdir. Sonuclar lipid peroksidasyonunda
hizlanma, GSH ve CAT'da azalma, SOD da ise herhangi bir degisiklik meydana
gelmedigi seklinde bulunmustur. Glutasyon peroksidaz aktivitesinde ise istikrarlt bir
inis veya c¢ikis goriilmemistir. E vitamini ilave edildiginde, lipid peroksidasyonda
onemli Olgiide azalma ve GSH toplaminda artis goriilmiis, CAT ve SOD

aktivitelerinde ise degisiklik gézlenmemistir.

Kinolonlarin metabolizmas1 sirasinda etkin oksijen gruplar da ortaya g¢ikmistir

(Stratton, 1998; Carreras ve ark., 2004).

Kinolonlarin yetiskin olmayan kdpeklerin eklem kikirdaklarinda erozyonlara neden
oldugu bildirilmistir (Brown, 1996). Histolojik olarak once vezikiiller, ileri
donemlerde bu vezikiillerin patlamasiyla erozyonlarin ortaya ¢iktigi belirlenmis ve
bu gozlemler olgun olmayan kondrositlerde, oksidatif metabalizmanin erken
donemde patladigimi ve Mg iyon dengesindeki bozukluklar sonucu gelistigini
diistindiirmiistiir. Klinik bulgular ve deneyler eklem {izerine fazla yiiklenmenin,

lezyonun patojenitesinde 6nemli olabilecegi lizerinde durulmaktadir.

Siprofloksasin ratlara Pi yolla 100 ve 150 mg/kg bir defa verilmesi halinde veya 5
giin siire ile 500 mg/kg dozda verilmesiyle beyin ve karaciger dokusunda glutasyon
rediiktaz (GSH-R) aktivitesinde doza bagl olarak degisiklik meydana gelmektedir.
Tek doz halindeki etki en ¢ok beyin dokusunda goriiliir. Tekrarlayan dozlarda ise her
iki dokuda da etkinin 6nemli oldugu goriiliir. Tedavi Oncesi ratlara vitamin E veya
allopurinol verildiginde, her iki dokuda GSH-R’a karsi belirgin olarak koruma
saglandig1 bildirilmistir (Gurbay ve Hincal, 2004).

Siprofloksasin tarafindan iretilen oksijen gruplar dogrudan siprofloksasin

yogunluguna ve inkiibasyon siiresine baghdir (Gurbay ve ark, 2001).
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Farelere giinde 2 defa 10 mg/kg c.a. dozunda enrofloksasin uyguladiginda karaciger
GSH-Px aktivitesinde azalma goriiliirken SOD aktivitesinde ise degisiklik olmadigi
bildirilmistir (Yazar ve Tras, 2001).

1. 7. Amacg

Basta enrofloksasin olmak tizere florokinolonlarin 6nemli kullanim alanlarindan biri
de kanathh sektoriidiir. Kanathilarda yaygin sekilde kullanilmakla birlikte,
enrofloksasinin bu tilirlerde eklem dokuya yonelik etkilerinin degerlendirildigi bir
calismaya rastlanmamustir. Dolayisiyla, etlik civciv ve piliglerde enrofloksasinin
eklem dokuya yonelik etkilerinin degerlendirildigi bu calisma ile onemli bilimsel
verilerin saglanacag diistiniilmektedir. Eklemlere yonelik hasarin tam olarak tespit
edilebilmesi amaciyla c¢aligma kapsaminda histopatolojik inceleme ve oksidatif
metabolizmaya iliskin parametreler ayri ayri degerlendirilecektir. Caligma
kapsaminda eklemlere yonelik hasar ile oksidatif metabolizma arasinda bir iligki olup

olmadig1 da tespit edilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Deneyi

2.1.1. Hayvanlar, Bakim ve Beslenmeleri

Bu calismada toplam 100 adet Ross-308 1rki etlik civciv kullanildi. Hayvanlar bir
giinliiki ken alindi, bakim ve beslenmeleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Deneme Unitesi'nde, kan alma ve
nekropsi islemleri, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali Laboratuvar'inda gergeklestirildi. Calisma ile ilgili

Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan onay alindi.

Civcivler ilk hafta 30°C, diger haftalarda 24-29°C sicakliga sahip ortamda
barmdirildi. Siirekli 151k alacaklari ortam saglandi. Ham protein %22 ve 3000 Kcal

degeri olan yemle beslendiler; yemin bilesimi Cizelge 2.1.'de verildi.

Cizelge 2.1. Calisma kapsaminda kulanilan yemin 6zellikleri

Ham madde %
Misir 45
Soya 15

Et kemik 6
Tam yagli soya 27,75
Kireg tasi 0,2
DCP 1,5
Tuz 0,25
Vitaminler 0,30
Metionin 0,2
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Ham protein 22
Metabolik enerji 3000 Kcal

2.1.2. Hayvanlarin Gruplandirilmasi ve fla¢c Uygulamasi

Hayvanlar her grupta 20 hayvan olacak sekilde 5 gruba ayrildi. Grup 1 kontrol
olarak tutuldu ve antibiyotik uygulamasi yapilmadi. Grup 2’ye 10 mg/kg, Grup 3’e
100 mg/kg, Grup 4’e 200 mg/kg ve Grup 5’e 400 mg/kg dozda enrofloksasin agiz
yoluyla ve giinliik olarak verildi. Ilag uygulamasina hayvanlar 10 giinliiki ken
basland1 ve 30 giin siireyle devam edildi. Farmakokinetik hesaplamalar i¢in ilacin
verilmesini takiben kan ornekleri alindi. Ilacin uygulanmasidan sonra 14. ve 30.

giinlerde her gruptan 10'ar hayvan rastgele ayrildi, kan 6rnekleri alind1 ve Otenazi

edildi.

2. 2. Mikrobiyolojik Testler

2. 2.1. Cihaz ve Gerecler

- EDTA'h tiipler

- Petriler (11 cm ¢aph)

- Hassas terazi (Sartorius)

- Cam pipetler

- Otoklav (Niive, OT 4060)

- Mikropipetler (10-100ul ve 100-1000pl'lik) (Transferpette)
- Porselen boncuklar (9 mm ¢apli)

- Su banyosu (Bilser)
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- 100, 50 ve 25ml' lik balon jojeler (ildam)
- Dereceli silindirler (50 ml'lik, Ildam)
- Kompas (150x0,02 mm, Vernier Caliper)

2. 2. 2. Kimyasal Maddeler

- Enrofloksasin %10'luk oral solusyonu

- Enrofloksasin standard1 (%99.6'lik toz)

- Nutrient Agar (Standard IT) (Merck, Art.Nr. 7883).
- Sitrat Tampon (pH 6.69)

2. 2. 3. Standart Sus

- Escherichiae coli (ATCC 25922)

2. 2. Plazmanin hazirlanmasi

[lacin kandaki yogunlugunu degerlendirebilmek icin, ilag uygulandigi giin (10'uncu
giin), 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 ve 24. saatlerde kanat alt1 venasindan kan ornekleri
heparinli tiiplere 0.5 ml alindi; 3000 rpm'de 10 dakika satriflij edilerek plazmalari
c¢ikarildi. Plazmalar analiz edilene kadar derin dondurucuda (-18 °C) muhafaza edildi.
2. 2. 5. Enrofloksasin Standart Egrisinin Hazirlamsi

2. 2. 5.1. Enrofloksasin Stok Cozeltisi

Stok 1 ¢ozeltisi (1 mg/ml). Yiizde 99.6'lik enrofloksasin standardindan 100.50 mg
tartildt ve 100 ml'lik balon jojeye alindi. Sitrat tampon pH (6.69) ile islatilarak
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lizerine ¢ozlinene kadar damla damla % 10'luk KOH ilave edildi ve deiyonize suyla

100 ml'ye tamamlandi.

Stok 2 ¢ozeltisi (500 ug/ml): Hazirlanan stok 1 ¢ozeltisinden 50 ml alinip deiyonize
suyla 100 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

Stok 2 ¢dzeltisi kullanilarak gesitli yogunluklarda enrofloksasin ¢ozeltileri hazirlandi
ve bunlara antibiyotik igermeyen plazma eklenerek standart egrileri Cizelge 2.2'de
gosterildigi gibi yapildi.

Cizelge 2.2. Enrofloksasin standart egrisinin hazirlanisi

Enrofloksasin | Deiyonize su Standart Standarttan Plazma Son yogunluk
(Stok 2) (ml) yogunlugu alinan (uh) (ug/ml)
(ml) (ug/ml) (uh)

0,5 4,5 50 10 990 0,50
0,8 4,2 80 10 990 0,8
1.4 3,6 140 10 990 1,4
1,6 34 160 10 990 1,6
1,8 3,2 180 10 990 1,8
2,0 3,0 200 10 990 2,0
2,3 2,7 230 10 990 2,3
2,6 2,4 260 10 990 2,6
2,8 2,2 280 10 990 2,8
3,0 2,0 300 10 990 3,0
3,2 1,8 320 10 990 32
34 1,6 340 10 990 34

2. 2. 6. Testlerin Yapihs1

Plazmada etkin madde analizleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji

ve Toksikoloji Anabilim Dali Laboratuvari'nda gerceklestirildi.

Plazmadaki ila¢ yogunlugu Ellerborek (1991) tarafindan bildirilen agar jel disk

diffiizyon yontemiyle belirlendi.

Test ortam1 Nutrient Agar (Standard IT) (Merck, Art. Nr. 7883) prospektiisiine uygun
olarak hazirlandi, otoklavda sterilize edildi ve su banyosuna kondu. Eritilmis ve
sterilize edilmis bu agar yeterli sayida petri kutularinin herbirine 10 ml dokiildi ve

katilagsmaya birakildi. Daha sonra agar ylizeyine 9 mm capinda 6 adet porselen
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boncuk, besgen tarzda yerlestirildi. Agar 37 °C'ye kadar sogutularak icerisine 10*
mikroorganizma/ml olacak sekilde test mikroorganizmasi ilave edildi. Agarin igine
katilarak, her bir petriye 15 ml dokiildi. Ortam katilastiktan sonra boncuklar
cikartildi. Petri kutular ters ¢evrilerek, bosluklarin {izerine standart ve plazmalarin
numaralar1 yazildi. Plazmalar ve standarttan 10 pl alinarak porselen boncuklarla
olusturulan bosluklara her birinden farkli petrilere tiger kez ekim yapildi. Son
asamada petriler, 37 °C'lik etiivde 18 saat inkiibe edildikten sonra olusan zon caplari
kompas yardimiyla okundu.

Daha onceden hazirlanan standart egri ile karsilastirilarak ila¢ yogunlugu pg/ml

olarak degerlendirildi.

2. 3. Farmakokinetik Hesaplamalar

Plazma ila¢ yogunlugu-zaman egrisinin incelenmesi ile ilacin viicuttaki hareketinin
2-bdlmeli disartya agik modele uydugu anlasildi ve farmakokinetik hesaplamalar
buna gdre yapildi.

Emilmeli verilmelerde birinci derece emilme hiz sabitesi (k,), plazma ilag yogunlugu
dagilma donemi hiz sabitesi (a), plazma ila¢ yogunlugu atilma dénemi hiz sabitesi
), B-donemi yar1 omrii (t

(B), a-donemi yar1 omrii (t ), ortalama kalis siiresi

120 128
(OKS), plazmada en yiiksek ila¢ yogunlugu (Cpax) ve en yiiksek yogunluga ulagsma
stiresi (Tmax), agizdan verildikten sonra plazma ilag yogunlugu-zaman egrisi altinda
kalan alan (EAA) Wagner (1979) tarafindan bildirilen esitlikleri esas alan

( PCKALC) bilgisayar programu ile gerceklestirildi.

2. 4. Oksidatif Metabolizmanin Degerlendirilmesi

Calismada civcivlere 10. giinden itibaren ilag uygulandi. Daha sonrasinda 14. ve
30. giinlerde kan 6rnekleri alindi. Kan 6rneklerinde MDA diizeyi, SOD ve CAT

aktivitesi yoniinden analizler yapildi. Malondialdehid analizi 6rneklerin alindigi
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giin, CAT ve SOD analizleri ise eritrositler ayrilip yikandiktan sonra

gercgeklestirildi.

2. 4.1. Arag ve Cihazlar

- pH metre (Mod pH 390 No: 96CY44)

- Vorteks (Velp Scientifica, 2X?)

- 1000, 100, 50, 25 ve 10 ml' lik balon jojeler (ildam)
- Heparinli tiip

- Spektrofotometre (UV/VIS): Schimadzu UV-1601
- Derin dondurucu (GSD 2921 Bosh)

- Hasas terazi: Sartorius, (Basic BA 110s)

- Mikropipet (10-100 pl ve 100-1000 pl'lik

2. 4.2. Kimyasal Maddeler

- Metanol ( Merck)

- Nitroblue tetrazolium (Sigma )
- Sigir albumini (Sigma )

- Ksantin oksidaz ( Sigma)

- Trikloroasetik asit ( Merck )

- N- butanol ( Merck )

- Tiyobarbitiirik asit (Merck)

- Ksantin (Sigma )

- MDA standart1 (Sigma )

- EDTA ¢ozelti (Merck )

- Bakar kloriir (Merck)

- Hidrojen Peroksit (Merck )

- Sodyum kloriir (Merck)

- Potasyum kloriir (Merck)

- Disodyum hidrojen fosfat (Merck )
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- Potasyum dihidrojen fosfat ( Merck)
- Kloroform ( Merck )
- Etanol (Merck )

2. 4. 3. Eritrositlerin Analize Hazirlanmasi

Kontrol ve deneme gruplarindan kan ornekleri, heparinli vakumlu tiiplere alindi.
Kanlar 3000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek lstte toplanan plazma ve lokosit
tabakas1 otomatik pipetle alindi. Tiipiin dibine ¢okmiis olan eritrositler fosfat tampon
(PBS) ¢ozeltisiyle iic kez yikandi. Her yikamada 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij
edildi. Uciincii yikama ve santrifujden sonra dipte bulunan eritrositlerden 0.4 ml
almip 1.5 ml hacimli eppendorf tiiplere aktarildi. Uzerlerine aym1 miktarda PBS

¢oOzeltisi eklenerek analiz zamanina kadar -18 °C' de saklandi.

Plazma, MDA analizlerinde kullanilmak {izere ayrildi. Eritrositler CAT analizleri
oncesi 3.2 ml buz soguklugunda deiyonize su konularak hemolize edildi. Eritrositlere
SOD analizleri 6ncesi 5.0 ml buz soguklugunda PBS kondu. Tiipler 3000 rpm'de
4°C 10 dakika santifuj edildi ve slipernatantlar ayrildi.

Daha sonra 0.8 ml hemolizat lizerine 0.5 ml soguk etanol, 0.3 ml soguk kloroform
ilave edilerek 3000 rpm'de 10 dakika santirfuj edildi ve analizlerde iistteki berrak

kisim (etanol fazi) kullanildi.

2. 4. 4. Hemoglobin Tayini
Hemolizatta ferrosiyanohemoglobin metodu ile hemoglobin tayini yapild1 (Karagiil

ve ark, 2000).

Cozelti
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Drabkin Cozeltisi: 0.198 g K3FE(CN)g, 0.052 g KCN, 1.0 g NaHCO; bir litre

tridistile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Analizin Yapihsi

- Test tilipiine 5 ml Drabkin ¢ozeltisi kondu.
- Tiiplere tizerine 20 ul hemolizat eklerek 10 dakika beklendi.

- Drabkin ¢ozeltisi kor olarak 540 nm'de spektrofotometrede okundu.

Sonucun Hesaplanmasi

Elde edilen absorbanslarin karsilik geldigi hemoglobin konsantrasyonlari, standart

hemoglobin kullanilarak hazirlanmis olan grafikten faydalanarak hesaplandi.

2. 4. 5. Superoksid Dismutaz Akivitesinin Tayini

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir tepkime ile ortaya ¢ikan siiperoksid gruplarinin,
ortamda bulunan nitroblue tetrazolium (NBT) indirgemesinin, 6rnekte bulunan SOD
ile engellenmesi prensibine dayanir. Yontemde siiperoksid gruplar iiretimi ksantin-
oksidaz reaksiyona girerek maddeyi indirgemesi sonucunda, en yliksek absorbansinin
560 nm'de veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzimin, {iretilen gruplari
dismutasyona ugratmasi nispetinde NBT indirgeme tepkimesi yavaslar ve sonucta
spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayis1 ile formazon
olusumunun baskilanmasinin tayin edilmesiyle SOD aktivitesi dolayli olarak

belirlenir (Fitzgerald ve ark., 1992).

Cozeltiler
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1. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS): 8.06 g NaCl, 0.201 g KCIl, 12.636 g
Na,HPO4.2H,0, 0.2 g KH,POy4 bir litre deiyonize suda ¢oziildii ve pH 7,4'e ayarlandi
ve hemolizat eldesinde kullanildi.

2. Ksantin stok ¢ozeltisi (3mmol/l): 23 mg Ksantin, 50 ml balon joje i¢inde 2 damla 1
M NaOH ile hafif¢e 1sitilarak ¢oziildii. Distile su ile 50 ml'ye tamamlandi.
Kullanilacagi zaman 10 kez seyreltildi.

3. EDTA ¢ozeltisi (0.6 mmol/l): 0.249 ¢ EDTA (dihidrat) 1 litrelik balon joje iginde
distile su ile ¢oziilerek hacim litreye tamamlandi.

4. Nitroblue tetrazolium (NBT) ¢ozeltisi ( 150 mmol/I) 12.3 mg NBT 100 ml'lik bir
balon jojede distile su ile ¢oziilerek hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

5. NayCOs ¢ozeltisi (400 pmol/L): 4.2 mg NayCOs3 100 mI’lik balon jojede distile su
ile ¢oziildii ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

6. Sigir albiimini ¢ozeltisi (1g/L): 100 mg sigir albiimini 100 ml’lik balon jojede
¢0Oziildii ve hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

7. CuCl; (0.8 mmol/L): 10.7 mg CuCl, 100 mI’lik balon jojede ¢oziildii ve hacmi
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

8. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi (167U/1): 20 U/1 0.2 ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz
¢Ozeltisinden 20 pl alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢6zeltisi ile karistirildi.

9. Tepkime karigimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 100 mI’lik bir erlen igerisine 20 ml
10 kez sulandirilmis ksantin stok c¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢d6zeltisi, 10 ml NBT
¢ozeltisi, 6 ml Na,COs ¢ozeltisi ve 3 ml sigir albiimini ¢ozeltisi konuldu ve iyice

karistirildi.

Analizin Yapihsi

Test (eritrosit) ve kor tiiplerine asagida gosterildigi gibi sirast ile ¢ozeltiler ilave

edildi. Reaksiyon karisiminin son hacmi 3 ml olarak belirlendi.

- Kor ve test isaretli tiiplere 2.85 ml tepkime karigimi kondu.

Kor tiiptine 0.1ml bidistile su, test tlipiine 0.1 ml 6rnek kondu.

Biitiin tiiplere 50 pl ksantin oksidaz kondu ve karistirildi.
20 dakika 25 °C’de su banyosunda inkiibe edildi.
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- Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1 ml CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu ve

olusan rengin absorbansi 560 nm’de okundu.

Sonucun Hesaplanmasi

Asagida verilen baglantidan yararlanilarak 6rnekte bulunan enzimin meydana
getirdigi yiizde inhibisyonu hesaplandi.

Yiizde Inhibisyonu = K&riin absorbans1 — Testin absorbansi X 100
Koriin absorbansi

Spesifik Akivite (SA)= Koriin absorbansi — Testin absorbansi X 20
Koriin absorbansi

SOD Aktivitesi = SA X Sulandirma faktori
Hb(g/ml)

Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda baskilayan aktivite olarak kabul
edildi. Reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktivitesi, bu iinite cinsinden hesaplandi

ve U/g Hb olarak degerlendirildi.

2. 4. 6. Katalaz Aktivite Tayini

Hidrojen peroksit 151k spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan
bir absorbsiyon gosterir. Uygun bir tampon i¢inde bulunan H,O, nin 6rnekte bulunan
CAT etkisi ile yikimlanmasi sonucu bu maddenin 240 nm’de neden oldugu
absorbansta azalma meydana gelir. Absorbansta meydana gelen azalma hizi CAT

aktivitesi ile orantilidir (Luck, 1965).

Cozeltiler
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1. Fosfat tamponu (1/15 mmol/L; pH’st 7.0): 3,522 g KH,PO4 ve 7.268 g
Na,HPO4.2H20 distile suda c¢oziildii ve pH 7,0’a ayarlanarak hacmi 1 litreye
tamamlandi.

2. Fosfat Tamponunda H,0O, ¢ozeltisi (10 mmol/L): % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden
0.16 ml almmarak daha o6nce hazirlanmis olan fosfat tamponunun 100 ml’sinde
seyreltildi.

Bu karisim 240 nm’deki absorbansi 0.5 olmalidir. Absorbans bu degerden daha
disiik ise kiigiik miktarlarda H,O, ilave edilerek absorbansin 0.5 olmasi
saglanmalidir. Bakteriyel kirlenme olmadigi siirece bu tampon 2 °C’de uzun siire

dayaniklidir.

Analizin Yapihisi

- Her Ornek calisiimadan once oOrnekte bulunabilecek ve 240 nm’de absorbans
verebilen maddelerin sebep olabilecegi absorbans yiikselmesini saptamak i¢in kor
hazirlandi. Kor deney i¢in kuartz kiivete 2.95 ml fosfat tamponu ve {izerine 50 pl
ornek konuldu. Spektrofotometre kor deney olarak kabul edilen bu kiivete gore
sifirlandi. Test sonucunda erisilen toplam hacim 3 ml olacak sekilde belirlendi.
Olgiimler 20 °C’de gerceklestirildi.

- Test isaretli kuartz kiivete ise 2.95 ml fosfat tampon i¢inde hazirlanmis H,O,
¢ozeltisi konuldu ve 50 pl ornek(eritrosit) eklendi. Kiivetler alt iist edilerek iyice
karigmasi saglandi.

- Spektrofotometre absorbans skalasindan ya da bagli kaydediciden 240 nm’de
absorbanstaki azalma takip edildi. Absorbansin 0.45’ten 0.40’a inmesi esnasinda
gecen siire tespit edildi. Bu siire 60 saniyeyi asmayacak sekilde ol¢iildii.

- Tespit edilen siire kullanilarak formiilden k hiz sabiti hesaplandi.
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2. 4.7. Malondialdehid Tayin Yontemi

Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid icerik, diisitk pH’da TBA varliginda
sitilarak 532-535 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—pembe renk elde
edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu
olusan kromojen verir. MDA'nin bir kismu1 peroksidasyon sirasinda olusurken, biiyiik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yakilmasi sonucu olusur (Yoshioka ve ark., 1979).

Cozeltiler

1. Stok standart (20 mmol/L): 0.493 ml 1.1.3.3. tetractoksipropan 100 ml mutlak
etanolde eritilerek 20 mmol/L’lik stok standart ¢ozeltisi hazirlandi.

2. %20 Trikloroasetik asit (TCAA) cozeltisi: 20 g trikloroasetik asit tridistile su
coziilerek hacim 100 ml’ye tamamlanda.

3. TBA ¢ozeltisi (%0,67): 1.675 g TBA tridistile suda ¢oziilerek hacim 250 ml’ye
tamamlandi.

4. n-biitanol.

Standart Egrinin Cizilmesi

Stok standart (20 mmol/L) ¢6zeltisinin 1/1000 ¢ozeltisi ile 20 umol/L’lik standart

cozelti elde edildi. 1, 2, 4, 5, 8, 10 umol/L’lik sulandirmalar hazirlanarak kalibrasyon

egrisi ¢izildi.

Analizin Yapihis1

- Test isaretli tiipe 0.5 ml plazma konulduktan sonra tizerine 2,5 ml TCAA ¢ozeltisi,

kor isaretli diger bir tlipe ise 3 ml TCAA eklendi.
- Her iki tiipe de birer ml TBA ¢ozeltisi ilave edildi.
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- Yarim saat 95 °C’de su banyosunda bekletildi. Daha sonra buzlu su igerisinde hizla
sogutuldu.

- Tiplere 4’er ml n-biitanol ilave edildi ve karistirildi.

- 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

- n-biitanol tabakas1 ayr1 bir tiipe alinarak, absorbans 535 nm’de spektrofotometrede
okundu.

Sonucun Hesaplanmasi: Standart egri kulanarak plazmadaki MDA diizeyleri

hesaplandi.

2. 5. Plazmada Magnezyum Diizeyinin Belirlenmesi

Plazmada Mg diizeyi AOAC (1970) tarafindan belirlenen metot ile yapildu.

Kimyasal maddeler

- Magnezyum asetat (Merck)
- Polyvenol alkol (Sigma)

- Titan yellow ( Merck)

- Sodyum hidroksit (Merck)

Cozeltiler

1. Standart Mg cozeltisi: 8.8 g analitik magnezyum asetat suda ¢oziinerek 1 litre
distile su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 1 ml alip 200 ml distile su ile seyreltilerek
calisan standart olarak kullanildi.

2. Polivenol alkol: 1.0 g polivenol alkol yaklasik 400 ml distile su ile karistirilip hafif
isitilarak ¢oziilmesi saglandi. Daha sonra ¢ozelti sogutularak 1 It distile suya
tamamlandi.

3. Titan yellow: 0.5 g titan yellow 100 ml distile suyla eritilerek bu ¢dzeltiden 2 ml

alinip distile suyla 100 ml tamamlandi.
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4. NaOH % 7.5 (WV): 15 g NaOH 150 ml distile suda eritilip sogutulduktan sonra

distile suyla 200 ml'ye tamamlandi.

Analizin Yapihsi

- 0.2 ml plazma 6rneginden 2.8 ml distile su ile diliie edildi.

- Kor olarak 3 ml distile su kullanildu.

- Standart hazirlanmasi i¢in yukarida belirtilen ¢alisan standarttan 1 ml alinarak 2 ml
distile su ilave edildi.

- Daha sonra her tiip i¢in sirasiyla 0.5 ml polivenol alkol, 0.5 ml titan yellow ve 1
ml % 7.5 lik NaOH (W/V) ilave edilerek karistirildi.

- Bes dakika bekledikten sonra 540 nm spektrofotometrede okundu.

- Kor kullanilarak sifir absorbans ayarlandi.

Plazma magnezyumu agagidaki formiil ile hesaplandi

Testin absorbansi X 2.5 =mg/100 ml
Standartin absorbansi

2.6. Histopatolojik Calisma
2. 6.1. Arag ve Cihazlar
- Mikrotom (Leica RM2125RT)
- Doku takip cihazi (Leica TP1020)

- Isik mikroskobu (Leica DM4000B)
- Dijital fotograf makinas1 (Leica DFC280)

2. 6. 2. Kimyasal Maddeler
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- Metanol (Merck)

- Kloroform (Merck)

- Kloralhidrat (Merck)
- Formaldehid (Merck)
- Etanol (Merck)

- Nitrik asit (Merck)

- Parafin

2. 6. 3. Eklem Kikirdak Dokusunun Mikroskopik Inceleme I¢in Hazirlanmasi

Eklemlere yonelik etkilerin degerlendirilmesi histopatolojik incelemeyle yapildi. Bu
amagcla, nekropsi sonrasinda femur ve humerusun distal ve proksimal kisimlarindan

ornekler alindi.

Alman doku 6rnekleri, ilk 6nce %10 luk formaldehid solusyonuna alindiktan sonra
kiibiti ve kruris eklemlerine yakin boélgelerden eklemin biitlinligii bozulmaksizin
ince bir testere yardimiyla kesilerek dekalsifikasyon solusyonu (Decastro) (Presnel
ve Schreibman, 1997) icerisine alindi. Birer hafta araliklarla bir toplu igne batirilmasi
yardimiyla kemiklerin yumusakligi kontrol edildi. Bu sekilde 3-5 hafta
dekalsifikasyon solusyonu igerisinde bekletilen 6rnekler, uzunlamasina hat boyunca
her iki kemik, eklem kapsulasi ve eklem yiizeylerini icerecek sekilde trimlenerek
0zel plastik kamaralara yerlestirildi ve ¢esme suyunda 6 saat yikandi. Daha sonra
dokular rutin alkol ksilol serilerinden gegcirilerek parafin bloklara gémiildii ve 5
mikron kalinliginda kesitler alindi; Rutin hematoksilen x eozin ile boyanarak 151k
mikroskobunda degerlendirildi ve dijital fotograf makinasi ile mikroskobik resimleri

cekildi.

2. 7. Istatistik Hesaplamalar
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Calisma sonunda elde edilen veriler, ayni donemlerde gruplar arasi farkliliklari
karsilastiracak sekilde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile, gruplar arasindaki
farkliliklar ise DUNCAN testi ile degerlendirildi.

3. BULGULAR

Bu c¢alisma kapsaminda kanatlilarda yaygin sekilde kullanilan enrofloksasinin,
oksidatif metabolizma ve kikirdak doku iizerine olan etkileri ve farmakokinetik
profili degerlendirildi. Deneysel ¢alismalar i¢in 5 grup olusturuldu. Enrofloksasin 10,
100, 200, ve 400 mg/kg dozlarda kullanild1 ve ila¢ uygulamasina hayvanlar 10
giinliik iken baslanarak 30 giin siireyle devam edildi. Ila¢ uygulamasinin 14. ve 30.
giinlerinde her gruptan 10’ar hayvan rastgele segilerek oksidatif metabolizma ve
patolojik degerlendirmeler i¢in 6rnekler alindi. Calisma sonunda elde edilen sonuglar

her grubu yansitacak sekilde ¢izelge ve sekillerle ifade edildi.

3. 1. Farmakokinetik Bulgular

Enrofloksasinin agiz yoluyla kullanilmasindan sonra belirli donemlerde alinan
plazma Orneklerinde etkin madde analizi yapildi. Elde edilen plazma ilag¢ yogunlugu-
zaman egrisinde ilacin 2-bdlmeli disariya agik modele uygun dagildig: anlagildi ve
farmakokinetik hesaplamalar buna gore yapildi. Etkin madde analizi disk diffiizyon
metodu ile gerceklestirildi, elde edilen zon caplari, standart egri ile hazirlanan

formiilde yerine konarak (Sekil 3.1) enrofloksasin miktar1 pg/ml cinsinden tespit

edildi (Sekil 3.2).
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Farmakokinetik parametre olarak EAA, ki, a, B, ti/2s, ti/2p, OKS, Cpax V€ Tiax

hesaplandi ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.1°de verildi.

EAA yoniiyle Grup 2 (21.74 + 1.52) ve Grup 3 (26.40 + 2.42) benzerlik gosterirken,
Grup 4 (60.32 £+ 6.02) ve Grup 5’te (72.10 £ 4.30) istatistiki yonden 6nemli artiglar
belirlendi (p<0.05). a degeri yoniiyle de Grup 3 ( 2.22 £ 0.01) ve Grup 5’te (1.83 £
0.35) benzerlik, Grup 2 ( 2.82 £ 0.96) ve Grup 4’te (1.36 &+ 0.02) ise istatistiki olarak
onemli farkliliklar goriildi (p<0.05). ti2, degeri yoniinden Grup 2 (28.14 + 6.39),
Grup 3 (25.94 = 11.03) ve Grup 5’te (35.97 £+ 5.34) benzerlik, Grup 4’te (44.55 +
6.43) ise onemli farklilik belirlendi (p<0.05). Ortalama kalis siiresi yoniinden de
Grup 2 (33.91 £ 6.32) ve Grup 3 (27.17 = 9.01) benzerlik gosterirken, Grup 4 (61.99
+ 8.56) ve Grup 5 (51.49 £+ 1.15) 6nemli farkliliklar gosterdi (p < 0.05). Ayn1 sekilde
Chnax YOniinden de Grup 2 (1,26 £ 0.85), Grup 3 (2.86 = 0.33), Grup 4 (4.70 £ 0.17)
ve Grup 5’te (5.75 £ 0.13) istatistiki olarak 6nemli farkliliklar tespit edildi (p < 0.05).

y =4,7847Ln(x) + 13,583
R?=10,9743

22 -

20 - *

18 -

v\

16 - 4

14’ e
/

12

Zon gap(mm)

10 T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
Yogunluk (ug/ml)

Sekil 3.1. Enrofloksasin standart egrisi.
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Sekil 3. 2. Enrofloksasin uygulanan gruplardaki plazma yogunlugu-zaman egrisi.
Cizelge 3. 1. Farkli dozlarda verilen enrofloksasinin farmakokinetik degiskenleri

(ortalamatstandart sapma; en alt ve en iist degerler).

Degiskenler Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
EAA(g.saat/ml) 21,74+1,52° | 26,40+2,42°% | 60,32+6,02° 72,10£4,30 ©
(19,97-23,68) | (23,34-29.24) | (52,52-67,15) | (66,03-75,32)
Ka (saat ) 0,03+0.006 0,03+0.01 0,02+0.005 0,020,005
(0.02-0,03) (0,02-0,04) (0,01-0,02) (0,02-0,03)
o (saat ") 2,82+0,96 ° 2,2240,01 ™ 1,36+0,02° 1,83£0,35
(1,90-3,82) (2,21-2,23) (1,33-1,37) (1,43-2,12)
B (saat™) 0,36+0.09 0,31+0.09 0,30+0.24 0,33+0,26
(0,25-0,46) (0.19-0,40) (0.13-0,66) (0.13-0,69)
t,., (saat) 28.14+6,39 | 2594+11,03* | 44,55+6,43° 35974534 ®
(20,32-35,06) | (15,99-39,77) | (39,76-51,86) | (29,86-39,76)
t,,. (saat) 0,21%0,15 0,43+0,37 0,56+0,11 0,36+0,09
(0,07-0,37) (0,14-,97) (0,51-0,73) (0,26-0,49)
ty,5 (saat) 2,06+0.61 2,38+0,85 3,39+1.86 4,05+1.92
(1,50-2,82) (1,72-3,61) (1.05-5,45) (1,84-5,18)
OKS (saat) 3391+6,32° | 27,1749,01° | 61,99+8,56° 51,49+1,15°
(26,79-38,87) | (20,34-37,38) | (55,37-71,66) | (50,16-52,17)
Cnax(g/ml) 1,26+0,85 * 2,86%0,33 ° 4,70£0,17 ¢ 5,75+0,13 ¢
(0,38-2,20) (2,52-3,19) (4,47-4,89) (5,55-5,82)
Tomax(534t) 1,50+0,85 1,25+0,50 1,75+0,50 1,75+0,50
(1,00-2,00) (1,00-2,00) (1,00-2,00) (1,00-2,00)

b Ayni satirda farklt harfleri tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05).
EAA, Plazma ilag yogunlugu zaman egrisi altinda kalan alan,
k, emilmeli verilmelerde merkezi bolmeye birinci derece sabitesi
o, plazma ila¢ yogunlugu dagilma dénemi hiz sabitesi,
B, plazma ilag yogunlugu atilma dénemi hiz sabitesi,

ty,a , agizdan verilme durumunda sindirim kanalindan emilme yar1 6mrii
tye , o donemi yari Omrii,
tys , B donemi yar1 6mrii,
OKS, ilacin viicuttan% 63.2'sinin atilmasi igin gecen siire,
Cuax,> €n yiiksek plazma ilag yogunlugu,
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Tmax, €0 yilkksek plazma ilag yogunlugu zamani.

3. 2. Oksidatif Metabolizma

Calisma kapsaminda farkli dozlarda enrofloksasinin agiz yoluyla kullanilmasindan
sonra 14. ve 30. giinlerde kan 6rnekleri alind1 ve oksidatif metabolizmanin gostergesi
niteligindeki antioksidan enzimler yoniinden analizler yapildi. Ayni sekilde plazmada
malondialdehid analizi ger¢eklestirildi. Malondialdehid yoniiyle elde edilen degerler
Cizelge 3.2 ve Sekil 3.3’de verildi.

Bu madde lipid peroksidasyonun en dnemli dlgiitlerinden biridir ve son {iriin olarak
sekillenir. Calismada artan doza bagli olarak MDA miktarlarinda da yiikselme
meydana geldi. Calismanin 14. giliniinde kontrol, Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup
5’te MDA seviyeleri (nmol/ml) sirastyla 10.53 + 0.39, 11.40 £ 1.47, 11.69 £ 1.62,
12.50 £ 2.61 ve 14.59 + 2.30 olarak bulundu. Doza baglh yiikselme 30. giinde de
devam etti; ancak miktarlar 14. giine gore daha diisiik (9.39 + 2.29, 10.26 + 2.50,
10.85 + 3.15, 10.84 + 2.54 ve 11.50 £+ 3.25) bulundu. Bu doénemdeki gruplar
arasindaki farklilik isatistiki olarak da 6nemli bulundu (p < 0.05).

Cizelge 3. 2. Calisma gruplarindaki MDA miktarlar1 (nmol/ml) (ortalama standart sapma;
en alt ve en iist degerler).

Gruplar 14. Giin 30. Giin
Kontrol 10,53+0,39 9,39+2,29°
(10,11-11,04) (7,31-12,75)
Grup 2 11,40+1,47 10,26£2,50 *
(8,40-12,60) (7,62-13,22)
Grup 3 11,69+1,62 10,85+3,15°
(10,42-14,00) (8,09-15.86)
Grup 4 12,50+2,61 10,84+2,54 ®
(10,11-16,17) (7,62-15.39)
Grup 5 14,59+2.30 11,50+3,25°
(11,51-17,73) (8,55-15,86)

b Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).
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Sekil 3. 3. Caligma gruplarindaki 14. ve 30 giinlerdeki MDA miktarlari

Oksidatif metabolizma i¢in 6nemli diger enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerine
iliskin veriler Cizelge 3.3, Sekil 3.4, Cizelge 3.4 ve Sekil 3.5°de gésterildi. ilacin
dozunun artmasiyla birlikte SOD aktivitesinde azalma sekillendi. On dordiincii
giinde kontrol grubunda 14.11+4.07 (U/gHb) olarak Olciilen SOD aktivitesi 400
mg/kg enrofloksasin verilen grupta (Grup5) 3.47+1.61 (U/gHb) olarak tespit edildi.
Ayni sekilde bu azalma 14. giin ile karsilagtirildiginda 30. giinde de belirlendi. Bu
donemde hem 14. giine gore SOD aktivitesinde diisiiy, hem de artan doza bagh
azalma tespit edildi. Otuzuncu giinde kontrol gruplarinda SOD aktivitesi 5.97+0.53
(U/gHb), Grup 5’te ise 3.19+0.23 (U/gHb) olarak olgiildii. Bu azalma her iki

donemde de istatistiki olarak 6nemli bulundu (p< 0.05).

Cizelge 3.3. Calisma gruplarindaki SOD aktiviteleri (U/gHb) (ortalama+standart sapma, en alt
ve en st degerler).
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b€ Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).

Gruplar 14. Gin 30. Giin
Kontrol 14,11+4,07 * 5,97+0,53 °
(10,84-19,36) (5,24-6,41)
Grup 2 9,42+2.80 *° 5,13+1,48°
(5,55-14,95) (2,89-7,67)
Grup 3 7,55+4,15 " 4,36+1,40 ®
(2,68-12,43) (2,39-5,92)
Grup 4 6,81+5,48 ™ 4,23+1,84 %
(0,8-15,00) (2,39-3,46)
Grup 5 3,47+1,61°¢ 3,19+0,23°
(1,14-5,42) (2,92-3,46)

15

10

kontrol grup2

O 14. gun
m 30. gun

30. gun
14. gun

grup3

grup4

grup5

Sekil 3. 4. Calisma gruplarinda 14. ve 30. giinlerdeki SOD aktiviteleri

Katalaz aktivitesinde de doza bagli azalma meydana geldi. Bu azalma &zellikle 14.

giinde daha fazla bulundu. Otuzuncu giinde 14. giine gore bir ylikselme sekillendi;

ancak, bu donemde de yine doza bagl enzim aktivitesinde azalma belirlendi. S6z
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konusu degisiklikler de istatistiki onemde bulunmadi. Kontrol gubunda 14. giinde
CAT

aktivitesi 10.64 + 7.64 iken, Grup 5’te 6.56 + 4.12 (K/mgHb), 30. giinde kontrol
giinlerinde 17.43 + 12.18 iken, Grup 5’te 8.72 + 7.14 (K/mgHb) olarak tespit edildi.

Cizelge 3.4. Calisma gruplarindaki CAT aktiviteleri (K/mgHb) (ortalama =+ standart sapma; en

alt ve en st degerler)

Gruplar 14. Giin 30. Giin
Kontrol 10,64+7,64 17,43+£12,18
(5,33-27,35) (4,79-39,32)
Grup2 12,29+5,01 15,84+8,97
(7,46-20,71) (3,26-28,35)
Grup 3 9,74+7,33 15,68+6,91
(3,74-22,04) (8,29-27,24)
Grup 4 8,05+5,78 14,85+4,03
(3,59-17,87) (10,35-19,10)
Grup 5 6,56+4,12 8,72+7,14
(2,16-11,26) (1,57-21,59)
20
15
10 -
@ 14. gun
5 m 30. gun
0- - 30. giin
kontrol grup2 ‘ 14. gln
grup3 grup4
grup5

Sekil 3.5. Calisma gruplarinda 14. ve 30. giinlerdeki CAT aktiviteleri

Calismada enzimatik aktiviteyle iligkisi nedeniyle Mg diizeyleri de 06l¢iildii. Buna
iliskin veriler Cizelge 3.5 ve Sekil 3.6’da gosterildi. Donemler arasinda karsilastirma

yapildiginda, 14. giine gore 30. giinde Mg diizeylerinin yiikseldigi anlasildi. Bu artis
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hem doéneme hem de doza bagli olarak sekillendi. Ozellikle 30. giinde gruplar
arasinda istatistiki olarak da onemli fark olustu (p < 0.05). Bu doénemde Mg
diizeyleri kontrol, Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5’te sirastyla, 2.32 £ 0.11, 2.36 +
0.18,3.09 £ 0.5, 3.14 £ 0.22 ve 3.24 + 0.73 olarak tespit edildi.

Cizelge 3.5. Calisma gruplarindaki Mg diizeyleri (mg//100ml) (ortalama + standart sapma; en
alt alt ve en iist degerler).
b Ayni siitunda farkli harfleri tastyan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).

Gruplar 14. Giin 30. Giin
Kontrol 0,67+0,14 2,3240,11°
(0,53-,81) (2,22-2,52)
Grup 2 0,79+0,10 2,36+0,18 °
(0,64-0,92) (2,17-2,68)
Grup 3 0,72+0,20 3,09+0,50 °
(0,54-1,12) (2,25-3,89)
Grup 4 0,75+0,15 3,1440,22 °
(0,54-0,92) (2,68-3,38)
Grup 5 0,73+,20 3,24+0,73°
(0,56-1,01) (2,52-4,34)
3,5
3
2,5
2
1,5 @ 14. gun
1 m 30. gun

30. gun
‘ 14. gin

kontrol ‘
9rupP2  ryp3

grup4

grup5

Sekil 3.6. Calisma gruplarinda 14. ve 30. giinlerde Mg miktarlar

3. 3. Makroskobik bulgular
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Gerek deney, gerekse kontrol grubu hayvanlarda makroskobik olarak herhangi bir

olumsuz bulguya rastlanmadi.

3. 4. Histopatolojik bulgular

Kontrol grubu hayvanlarda herhangi bir patolojik bulguya rastanmadi (Resim 1).

Lezyonlarin humerus ve femurun bazisinda proksimal, bazisinda ise distal
kisimlarinda daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti. Olgularin tamamina yakin kisminda
kondral matriksin 6demli ve ¢ogu alanda kondrositlerden yoksun oldugu gozlendi.
Ozellikle orta katmanda, birgok alanda iclerinde hafif bazofilik, yer yer eozinofilik
bir materyal ve kollagen fibrilleri ile nekrotik kondrositleri barindiran, eklem
ylizeyine ¢ogunlukla paralel, arasira dik seyreden genis yariklanmalar ve kistik
bosluklar gozlendi. Bu yariklanmalar ¢evresinde piknotik c¢ekirdekli, 3-5°li gruplar

halinde kiimelenmis kondrositlere rastlandi.

Lezyonlarin yogunlugu ve siddetinin kullanilan doz ve maruz kalma siiresine gore
degisiklik gosterdigi belirlendi. Ondort giin stire ilag uygulanan 4 grubun da, kondral
matriksin 6demi yaninda piknotik ¢ekirdekli kondrositler ve vakuollesmeler icerdigi

gozlendi; ancak, yariklanmalara rastlanmadi (Resim 2a).

Hayatta kalmalarina izin verilen ayn1 gruptaki diger hayvanlarin eklem
kikirdaklarinda ise 4. hafta sonunda (30. giin) kondral matriks ve ¢evresinde yer yer

nekrotik kondrositlerin bulundugu kiiciik vakuollesmeler gozlendi (Resim 3a).

Dozun arttirlldig1 diger gruplarda ise lezyonlarin tedavi dozuna gore daha siddetli
seyrettigi gozlendi. Dort grubun da kondral matriksteki hiicresel yoksunlugun
yaninda, 6zellikle maruz kalma siiresinin uzatildigi hayvanlarda perikondriuma yakin
bolgelerde ayrilmalarin sekillendigi dikkati ¢ekti. Bununla birlikte 4 grubun da ilk iki

haftalik donemde ¢evresinde normal kondrositlerin yaninda sitoplazmalar1 biiziismiis
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ve piknotik ¢ekirdekli kondrositlerin bulundugu, bosluklarin genisledigi (Resim 2b)
ve yer yer eklem ylizeyine paralel yariklara doniistiigli dikkati ¢ekti. Sonraki iki
haftalik donemde lezyonlar devam etmekle beraber, bu yariklanmalarin ¢aplarinin
genigledigi fark edildi (Resim 3b). Tedavi dozunun arttirildigi 4 ve 5. gruplarda ise
benzer lezyonlar siddetini artirarak devam etmekle birlikte, transversal
yariklanmalarin yaninda uzunlamasina yariklanmalarin da bulundugu dikkati ¢ekti.
Yariklanmalarin bazi alanlarda c¢ok genisledigi, iglerinde dejenere kollagen
demetlerinin proteinden zengin pembe homojen bir sivi igeren genis kistik alanlara
donistiigii gozlendi (Resim 2¢ ve d). Bunlarin ¢evrelerinde ise normal veya piknotik
cekirdekli kondrositlerden olusan kiimelesmelere (Cluster) rastlandi (Resim 2d).
Bununla birlikte 3, 4 ve 5. gruplarda, yariklanmalara yakin bolgelerdeki damar
cevrelerinde hiperplastik, mitotik etkinlik gdsteren, yuvarlak sekilli, vezikiiler

cekirdekli ilkel (primitive) kondroblastlarin bulundugu dikkati ¢ekti.

Diger gruplardan farkli olarak 4 ve 5. gruplar eklem yiizeyinin bazi alanlarinda
diizgiin yapisini kaybettigi ve eklem boslugundan kikirdaga dogru ¢6kmeler seklinde
dalgalanmalar gosterdigi saptandi (Resim 3c ve d). Bes grubun da 4 hafta doz
uygulanan hayvanlardan birkaginda, 6zellikle humerus ve ulnanin eklem ylizeyleri
arasindaki bosluk ve perikondriumun, kollagen ve bag doku bilesenlerinden zengin
karyorektik hiicreler igeren bir dokuyla kaplandigi ve adhezyonlarin sekillendigi
belirlendi. Yine 5. grupta kikirdak matriksinin arasindaki damarlar ¢evresindeki
dokunun gevsek bir hal aldig1 ve ig sekilli, poligonal, kondroblastik hiicrelerin
cogalmaya basladig1 gozlendi.
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Resim 2. Eklem kikirdaginin 14. giinde histolojik goriiniimii

a. Kondral matrikste piknotik ¢ekirdekli ve dejenere kondrositler, vakuollesmeler, HE, X 400.
b. Genisleyen vakuoller ve ¢evresindeki, nekrotik ve piknotik ¢ekirdekli kondrositler, HE, X
400.

c. Orta katmanda genis yariklanmalar ve kistik olusumlar, HE, X 40.

d. Yariklanmalar (ince ok) ve gevresinde kondrositlerden olusan hiicre kiimelesmeleri (cluster)
ve bunlarin yakindan goriiniimii (sag iist kosedeki kiigiik resim), (kalin ok), HE, X 400.
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Resim 3. Eklem kikirdaginin 30. giinde histolojik goriiniimii

a. Orta katmanda eklem yiizeyine paralel ve dik seyreden yariklanmalar, HE, X 40.

b. Eklem yiizeyine dik olarak seyreden genis yariklanmalar, HE, X 40.

c. Perikondriuma yakin konumdaki yariklanma (kalin ok) ve eklem yiizeyindeki

diizensizlik (ince ok), HE, X 100.

d. Eklem yiizeyindeki diizensiz goriiniim, HE, X 40.
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4. TARTISMA

Enrofloksasin, veteriner hekimliginde son donemde gelistiren ve en yaygin sekilde
kullanilan antibakteriyellerden biridir (Bayer, 1999; Lietman, 1995). Enrofloksasin
iyi bir farmakokinetik ozellige ve yiiksek bir antibakteriyel etkinlige sahiptir

(Sumano ve ark, 2001; Sumano ve ark., 2003).

Bu c¢alismada enrofloksasin, agiz yoluyla civcivlere 10, 100, 200 ve 400 mg/kg c.a
dozunda verildi ve uygulamadan sonra mide bagirsak sisteminden hizla emildigi
goriildii. Ilag uygulanmasm takiben, ¢ok kisa zamanda (Grup 2, 3, 4 ve 5'te
sirastyla, 1.5, 1.25, 1.75 ve 1.75 saatlerde) en yiiksek yogunluga ulastigi ve bu
noktalardaki yogunluklarinin, 1.6, 2.86, 4.70 ve 5.75 pg/ml oldugu tespit edildi. Doz
artisgina bagli olarak plazma ila¢ yogunluklarinda da artis sekillendi. Diger
calismalarda da benzer (Stahlmann ve ark., 1998; Li ve ark., 2004) doz artisina bagh
olarak Cp,x seviyelerinde yiikselme tespit edilmistir. Piligclere agizdan 10 mg/kg
dozda verilen enrofloksasinin plazmdaki pik yogunlugunun 1.5, 5.5 ve 3 saatlerde
sirastyla, 1.88, 3.05 ve 2.05 mg/l oldugu bildirilmistir (Knoll ve ark., 1999; Sumano
ve ark., 2003, Parlar ve Kaya, 2005).

Calisma gruplarindaki EAA degerleri sirasiyla 21.74, 26.4, 60.32 ve 72.1 mg.saat/l
olarak bulundu. Li ve ark. (2004)'n1in ratlar lizerinde yaptiklar1 bir calismada, agizdan
800 ve 1200 mg/kg siprofloksasin verilen ratlarda en yiiksek serum yogunlugu ve
EAA degerleri, 16.3 mg/l, 97.2 mg.saat/l ve 2.8 mg/l; 143.1 mg.saat/l olarak tespit
edilmistir. Artan doza bagl olarak EAA degerinde ylikselme meydana gelmistir ki

bu ¢alismada da benzer durum s6z konusudur.

Tavuklara 10 mg/kg enrofloksasin verildikten sonra atilma yar1 6mrii, ortalama kalig
siiresi, dagilma yar1 omrii, en yiiksek plazma yogunlugu sirasiyla, 14.23 saat, 15.30
saat, 1.43 saat ve 2.44 mg/l olarak belirlenmistir (Anadon ve ark.,1995). Bu

calismada ortalama kalis siiresi Grup 4 ve 5'de Grup 2 ve 3'e gore daha uzun
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bulundu ve istatistiksel olarak onemliydi (p<0.05). Emilme yar1 émrii Grup 3 ve 5'te
benzerdi. Grup 2 ve 4'te ise 6nemli farkliliklar gosterdi (p<0.05). Yiiksek serum
yogunlugu ile emilme orani arasinda dogrudan bir iliski vardir; bu oranin yiiksek
olmas1 emilme yerinde daha yiiksek yogunlukta ila¢ olmasina baglidir (Sumano ve

Gutierrez, 2000).

Etkin oksijen gruplarinin biyolojik sistemlere yonelik olarak meydana getirecekleri
hasarin degerlendirilmesi i¢in lipid peroksidasyonu en Onemli parametrelerden
biridir. Malondialdehid, grup hasari belirlemede biyomarker olarak kullanilmaktadir
(Kithn ve Borchert, 2002; Georgieva ve ark., 2005). Siprofloksasinin, sitokrom
p450 tarafindan okside edilerek etkin oksijen gruplar1 ortaya ¢ikar ve sonugta lipid
peroksidasyona sebep olur (Gurbay ve ark., 2001).

Bu c¢alismada da farkli dozlarda enrofloksasin uygulanan etlik piliglerde plazma
MDA diizeyinde kontrole gore artig goriildi. Bu artisin verilen ila¢ dozunun
artmasina paralel olarak arttif1 tespit edildi. Ondort giin stire ile ilag verilen Grup
5’teki artig, kontrol, 2 ve 3. gruplara kiyasla 6nemli diizeyde yiiksek bulundu.
Yalnizca etkin oksijen gruplarinin {iretiminin artmasi degil, ayni zamanda
antioksidan koruma sistemlerinin (SOD, CAT enzimler gibi) azalmasi lipid
peroksidasyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ozates, 2001; Sarban ve ark.,
2005). Benzer bilgiler, siprofloksasin uygulamasiyla oksidatif stresin olustugunu
bildiren diger arastiricilar tarafindan (Pelletier ve ark., 2000; Gurbay ve ark., 2001)

da rapor edilmistir.

Siprofloksasinin oksidatif stres yapma ihtimali iizerine yapilan bir aragtirmada
(Gurbay ve ark., 2002) insan fibroblast dokularinda lipid peroksidasyonu ile GSH-
Px, CAT ve SOD aktivitesini 6lgmiislerdir. Sonugta lipid peroksidasyonda artis,
GSH-Px ve CAT’da azalma, SOD da ise herhangi bir degisikligin meydana
gelmedigi bildirilmistir. Alicia ve ark. (2002) tarafindan yapilan c¢aligmada,
plazmadaki MDA diizeylerinin enrofloksasin tedavisi ile yiikseldigi ortaya

konmustur. S6z konusu ¢aligsmada lipid hidroperoksidasyon diizeyinde artig da tespit
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edilmigstir. Piliclere 10 mg/kg enrofloksasin 1, 3, 5 ve 7 giin siireyle verildiginde

MDA diizeyinde herhangi bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (Fatma, 2005).

Canlilar sahip olduklar1 hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidatif
savunma mekanizmalariyla etkin oksijen gruplarinin olusmasini engellemeye,
onlarin zehirli etkilerini smirlandirmaya calisirlar (Fridovich, 1978). Siiperoksit
dismutaz, sistemik bir antioksidan olarak zehirli etkin oksijen gruplarma karsi
korunma, etkinsizlestirme ve bunlarin uzaklastirilmasina yonelik etkinlik gdsteren bir
enzimdir (McCord, 1983). Enrofloksasinin metabolizmasi sirasinda etkin oksijen
gruplart meydana gelir ve bunlar da oksidatif streste artiga yol agar (Martinez ve ark.,
1998). Hiicresel enzimlerin baskilanmasi, CAT ve GSH-Px aktivitesinde azalma
gorlilmesiyle anlasilir (Yazar ve Tras, 2001; Carreras ve ark., 2005). Kinolonlar
tarafindan etkin oksijen gruplarinin {iretilmesi dogrudan ila¢g yogunlugu ve
inkiibasyon siiresine baglidir (Gurbay ve ark., 2001). Ayrica, danofloksasin ve
enrofloksasin dogrudan SOD ve GSH-Px aktivitesini etkileyebilir ya da ROS
tiretimini ve dolayli olarak SOD ve GSH-Px aktivitesini degistirebilir (Yazar ve Tras,
2001; Martinez ve ark. 1998).

Bu caligmada enrofloksasinle tedavi edilen piliclerde SOD aktivitesinde azalma
meydana geldigi giiriildii. Bu azalma 14 ve 30 giin siireyle yliksek dozda ilag
uygulanan 5. grupta kontrole ve Grup 2'ye gore daha fazla sekillendi. Enrofloksasin
uygulanan gruplardaki SOD aktivitesindeki degisiklikler, meydana gelen oksidatif
strese karst organizmanin savunma tepkimesi olarak degerlendirildi. Enrofloksasinin
ylksek dozu sonucunda ROS iiretiminde artis meydana geldigi de diisiiniilebilir.
Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada (Gurbay ve ark., 2001) siprofloksasinin ROS
tiretimini doz ve zamana bagl olarak tesvik ettigi gosterilmistir. Katalaz
aktivitesinde de artan doza bagl azalma meydana geldigi belirlenmistir; ancak, bu
durum istatistiksel olarak Onemli  goriilmemistir.  Fibroblast hiicrelerin
siprofloksasinle inkiibe edildigi bir ¢alismada da (Gurbay ve ark., 2002), CAT
aktivitesinde bir azalma tespit edilmis, ancak istatistiksel olarak Onemli

bulunmamistir. Bununla birlikte 1, 3, 5 ve 7 giin siireyle 10 mg/kg enrofloksasin ile
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tedavi edilen pili¢lerde, CAT aktivitesinde herhangi bir degisiklik goézlenmemistir
(Fatma, 2005).

Yapilan in vitro c¢alismalarda yiiksek yogunluklardaki kinolonlarin hiicre
kiiltiirlerinde hiicre fonksiyonlarini ve hiicre biiyiimesini engelledigi saptanmistir

(Gurbay ve ark., 2002).

Kinolonlarla yapilan c¢alismalarda yetigkin olmayan hayvanlarin eklemlerinde
kikirdak dokuda hasara yol actig1 tespit edilmistir (Patterson, 1991; Giguere ve
ark.,1999; Kappel ve ark., 2002; Stahlmann, 2003). Kinolon ¢esitlerine duyarlilik
doza bagli iken, kondrositlere yonelik olumsuz etkinin doz, hayvan tiirii ve kinolon
cesidine bagh oldugu goriilmiistiir (Christ ve ark.,1988; Stahlmann ve ark.,1988a;
Stahlmann ve ark., 1988b; Amacher ve ark., 1989; Machida ve ark.,1990; Stahlmann
ve ark., 1993; Beluche ve ark.,1999; Cavusoglu ve ark., 2000; Bertino ve ark., 2000).

Kinolonlarin eklemlere yonelik meydana getirecegi hasarin sebep oldugu spesifik
mekanizmalar hala tam olarak acgikliga kavusturulamamistir. Bu konu ile en ¢ok
kabul gorenlerden birisi, kinolonlarin iki degerlikli katyonlarla sabit selasyon
kompleksleri olusturmasidir (Stahlmann ve ark., 1993; Stahlmann ve ark., 1995;
Stahlmann, 2003). Yapilan in vivo calismalarda, yetiskin olmayan hayvanlarin
diyetlerinde Mg eksikliginde goriilen eklem kikirdagindaki lezyonlarin da kinolon
sagaltiminda goriilen lezyonlara benzer oldugu tespit edilmistir (Stahlmann ve ark.
1995; Foster ve ark., 1997; Vormann ve ark.,1997; Egerbacher ve ark., 2001). /n
vitro ¢aligmalarda da bu bilgiler desteklenmistir (Stahlmann, 1997; Vormann ve ark.
1997; Egerbacher ve ark., 2000; Egerbacher ve ark., 2001; Peter ve ark., 2002).
Kinolonlarin artan dozuyla birlikte fonksiyonel Mg miktarinin da azaldigi
belirlenmistir (Stahlmann ve ark., 1995) ve ortaya c¢ikan Mg eksikliginin etkin
oksijen gruplarinin olugsmasima sebep oldugu bildirilmistir (Egerbacher ve ark.,
2001; Stahlmann, 2003 ). Bu ¢alismada 14 giin siireyle enrofloksasin uygulanan
piliclerde Mg miktarinda herhangi bir degisiklik saptanmamuistir. Bununla birlikte, 30

giinlik uygulamanin sonunda o6zelikle doz artisina da bagh olarak 3, 4 ve 5.
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gruplarda Mg miktarinda 6nemli artislar tespit edilmistir. Calismalarda, genellikle
eklem kikirdaginda Mg miktarindaki azalma artropati olusmasina baglh bulunurken,
plazmadaki miktar {izerine herhangi bir etki yapmadig: belirtilmistir (Vormann ve

ark., 1997).

Kinolonlarin kullanimina bagh kikirdak dokuda 6dem (Foster ve ark. 1997; Vormann
ve ark., 1997; Stahlmann ve ark., 1998; Cavusoglu ve ark., 2000; Lazo ve ark.,
2002), bosluk olusumu (Nagal ve ark., 2002), erozyon (Giguere ve ark.,1999),
proteoglikan kaybi (Foster ve ark., 1997; Vormann ve ark., 1997; Giguere ve
ark.,1999) kondrositlerde dejenerasyon ve kondrositlerin kiimelesme (Nagal ve ark.,
2002), boyanabilirliginde azalma ve nekrozlarla birlikte enine ya da uzunlamasina
yariklanmalar ve eklem ylizeyindeki diizensizliklerle karakterize lezyonlarin (Foster
ve ark., 1997; Vormann ve ark., 1997; Kappel ve ark., 2002) literatiir bilgileriyle

uyumlu oldugu goriildii.

Dozun arttirildig1 gruplarda lezyonlarin tedavi dozuna gore (2. Grup) daha siddetli
seyrettigi gézlendi. Lezyonlarin yogunlugu ve siddetinin ilaca maruz kalma siiresine
gore degisikliler gosterdigi de belirlendi. On ve onbir haftalik kopeklere 5 giin siire
ile 30 ve 200 mg/kg canli agirlik dozunda siprofloksasin verildiginde 30 mg/kg lik
grupta eklem kikirdaginda herhangi bir patolojik degisiklik goriilmezken, 200 mg/kg
uygulanan grupta ise erozyonlar olustugu bildirilmistir (Stahlmann ve ark., 2000).
Siprofloksasin (%5'lik) 25 uL olarak giin asir1 2 hafta siire ile 3 haftalik ratlarda diz
eklemine enjekte edildiginde erken histopatolojik inceleme sonucu kondrositlerde
nekroz olustugu, eklem kikirdagi matriksinde ise herhangi bir degisiklik olmadigi
goriilmiistiir. Yedinci enjeksiyondan sonra eklem kikirdaginda yaygin nekrozlar ve

oluklar olustugu goriilmiistiir (Takada ve ark., 1994).

Kinolon artropati olusturucu doz, tiirler arasinda ve kinolon tiirevleri arasinda
farklilik gostermektedir (Stahlmann ve ark.,1988a; Stahlmann ve ark., 1988b;
Amacher ve ark., 1989; Machida ve ark., 1990; Stahlmann ve ark, 1993). On ii¢

haftalik ratlara yemle verilen 7500 mg/kg enrofloksasin, canli agirlik artisinda
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gerileme ve diz ekleminde histopatolojik degisikliklere neden olurken, 300 mg/kg'lik
dozda herhangi bir degisiklik goézlenmemistir. Buzagi, domuz yavrulari, kdpek
yavrular1 gibi yetiskin olmayan hayvanlara enrofloksasin uygulanmasi sonucu diger
florokinolonlarda oldugu gibi, eklem kikirdaginda benzer dejeneratif degisiklikler
meydana gelmistir (EAEMP, 1998).

Calismada belirlenen yariklanmalar etrafindaki hiperplastik ilkel (primitif) kikirdak
hiicreleri, her ne kadar yenilenme ve onarimin gerceklesti§ini gdsterse de, bu
hiicrelerin olgun kikirdak hiicrelerine doniisiimiiniin uzun siirede gergeklestigi
diistintilebilir. Bununla birlikte zehirliligin devam etmesi ve kikirdak hiicrelerinin
nekroze olmasiyla aciga cikan hiicre i¢i enzimlerin saglam olanlar1 etkilemesiyle
kikirdak dejenerasyonunun ilerleyici bir sekilde devam etmesi, tam bir iyilesme
olasiligini zayiflattigindan sz edilmektedir (Foster ve ark., 1996; Cavusoglu ve ark.,
2000). Bu nedenle kinolonlarin olusturdugu kikirdak dokudaki bu tip dejenerasyonun

ilerleyici ve kalici olabilecegi de gozardi edilmemelidir.

Etkin oksijen gruplarinin olusumu ile eklemlerde meydana gelen hasar arasinda
iliskinin olabilecegi diislinlilmektedir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda in vitro ve in
vivo olarak buna yonelik sonuglar alinmistir. Henrotin ve ark. (2003) tarafindan
yapilan calismada in vitro olarak kondrositlerde oksidasyon metabolizmasini
uyardigi tespit edilmistir. Ayn1 sekilde diger ¢alismalarda (Machida ve ark., 1990;
Thuong-Guyot ve ark., 1994; Stahlmann ve ark., 2000; Kappel ve ark., 2002)
norfloksasin, ofloksasin, siprofloksasin ve nalidiksik asidin buna yonelik etkileri

belirlenmistir.

S6z konusu caligma kapsaminda da bu konu ayrintili sekilde degerlendirilmistir.
Enrofloksasinin artan dozlarinin eklemlerde histopatolojik olarak hasara yol agtig1
gosterilmigtir. Ayni sekilde oksidatif hasarin gostergesi olarak degerlendirilen MDA
miktar1 ile SOD ve CAT aktivitelerindeki degisikliklerde bu goriisii dogrular
niteliktedir.

63



5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma sonunda elde edilen veriler, enrofloksasinin piliglerin eklem kikirdaginda
onemli degisikliklere sebep oldugunu ve diger kinolonlarin yaptig1 geri doniisiimsiiz
lezyonlara benzer kondrotoksik lezyonlar olusturdugunu gdstermistir. Lezyonlarin
siddetinin maruziyet siiresi ve doz miktarina bagli oldugu goriilmiistiir.
Malondialdehid seviyesindeki artis ve antioksidan enzim (SOD ve CAT gibi)
aktivitelerindeki degisiklikler enrofloksasin tarafindan etkin oksijen gruplarinin
meydana getirildigi ve boylece oksidatif stres aracilifiyla kondrotoksik etkilerin
aciga c¢ikmis olabilecegi fikrini vermistir. Enrofloksasin tarafindan iiretilen etkin
oksijen gruplarinin miktar1 verilen doza baglidir. Bu sonuclar dikkate alindiginda;
etkin oksijen olusumu araciligryla enrofloksasinin yan etkisi olarak eklem

kikirdaginda hasar olusumundan soz edilebilir.

Biitin bu degerlendirmelerin 1s181inda, hastaliklarin tedavisi noktasinda ilag
seciminde karar verilirken, kinolonlarin olas1 artropatik etkisi goz Onilinde
bulundurulmalidir. Kinolonlarla tedavi sirasinda hayvanin yasi, uygulanan doz ve
tedavi stiresi Oncelikle disiiniilmeli ve buna gore bir sagaltim modeli

olusturulmalidir.
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OZET

Enrofloksasinin Etlik Civciv ve Piliclerde Eklemlere Yonelik Etkilerinin Histopatolojik
ve Biyokimyasal Parametreler ile Degerlendirilmesi

Florokinolonlar, genis spektrumlu etkileri ile veteriner hekimliginde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerdendir. Fakat bu ilaglarm kullanilmasinda bazi yan etkiler belirlenmis ve
gelismekte olan hayvanlarin kikirdaklarinda hasara sebep olduklar: rapor edilmistir. Ancak
bu etkilerin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Bazi aragtirmalarda etkin oksijen
olusumunun, florokinolonlarin kikirdak yapi {izerine hasar yapmasinda rol oynadigi
gosterilmistir.

Enrofloksasinin eklem kikirdagindaki etkisi ve bununla oksidatif stres iligkisinin incelenmesi
amaciyla; enrofloksasin 10 giinliik Ross-38 1rki civcivlere 14 ve 30 giin siireyle 10, 100, 200
ve 400 mg/kg c.a. ag1z yoluyla verildi. Uygulanan ilaglarin plazma yogunlugu agar jel disk
diffiizyon yontemi ile belirlendi. Plazmadaki yogunlugu ve plazma yogunlugu altinda kalan
alan, agizdan farkli dozlarin uygulanmasindan sonra 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 ve 24 saatlerde
10, 100, 200 ve 400 mg/kg lik dozlar igin sirasiyla 1.26+0.85, 2,86+0.33, 4.70+0.17,
5.75€0.13pg/ml ve 21.74 £1.52, 26.40+£2.42, 60.32+6.02 ve 72.10+4.30 g.saat/ml olarak
tespit edildi.

Enrofloksasinin diger kinolonlardakine benzer sekilde tipik kikirdak hasarina sebep oldugu
gozlendi. Kikirdak hasar1 10 mg/kg enrofloksasin ile tedavi edilen gruplarda piknotik
cekirdekli kondrositler ve 6dematdz matriks olarak basladi. Yiiksek dozlarda (100, 200
mg/kg) ila¢ uygulanan gruplarda bosluk olusumu, kondrosit kiimelesmeleri, 6demat6z
matriks bolgeler, hiicresel yoksunluk gibi hasara ilerledi. Bu hasarlar 400 mg/kg dozunda
tedavi edilen grupta, eklem ylizeyindeki yaygin erozyonlar seklinde daha fazla gozlendi.

Oksidatif stresin incelenmesi amaciyla, lipid peroksidasyonunun gostergelerinden olan
plazma MDA miktari, antioksidan enzimlerden, SOD ve CAT aktiviteleri degerlendirildi.
Otuz giin boyunca tedavi edilen gruplarin tiimiinde dozun arttirilmasiyla MDA miktarlarinin
arttigl gozlendi. Ondort ve 30 giin boyunca tedavi edilen tiim gruplarda enrofloksasin
dozunun arttirllmastyla SOD aktivitesi artti. Tiim tedavi edilen gruplarda CAT aktivitesi
kontrol grubuyla kiyaslandiginda énemli farkliliklar gostermedi.

Calisma kapsaminda 30 giin siiresince artan dozlarda tedavi edilen gruplardaki Mg
miktarlarinin arttig1 belirlendi.

Calisgma bulgulart degerlendirildiginde, enrofloksasinin piliclerde artropatiye sebep
olabilecegi ve hasarin doza baglh sekillendigi sonucuna varildi. Elde edilen veriler
enrofloksasinin artropatik etkilerinin oksidatif stresle iliskili olabilecegini diistindiirdii.

Anahtar Sozciikler: Enrofloksasin, Etlik pili¢, Histopatoloji, Oksidatif stres.
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SUMMARY

Evaluation of the Effects of Enrofloxacin in Articular Cartilage of Broilers Using
Histopatological and Biochemical Parameters.

Fluoroquinolones are widely used antibiotic with a broad spectrum of activity. However,
certain adverse effects have been observed in association with the use of those drugs. They
have been reported to induce lesions in the cartilage of growing animals, although the
mechanism of those effects were not fully understood. Some evidences indicate that free
radicals formation might play a role in the mechanism of fluoroquinolones induced cartilage
defects.

To investigate the effects of enrofloxacin on the articular cartilages and the possiblity of the
involvement of an oxidative stress in this mechanism of action, enrofloxacin was orally
administered to 10 day old Ross-38 chicken for 14 and 30 consecutive days, of 10, 100, 200
and 400 mg/kg body weight. Plasma concentrations of the drug were measured using agar
gel diffusion test. The concentrations of the drug in the plasma and the area under curve
measured 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 and 24 hours after oral adminstration of the different doses
were 1.26+0.85, 2,86+0.33, 4.70+0.17, 5.75+0.13 pg/ml and 21.74 £1.52, 26.40+£2.42,
60.32+6.02, 72.10+£4.30 g.saat/ml respectively.

Enrofloxacin was found to induce cartilage lesions that were typical of those seen in other
quinolones drugs. The cartilage lesions start as oedematous matrix and chondrocyte with
necrotic nuclei in groups treated by 10 mg/kg enrofloxacin, extended to a typical lesions
such as a cellular, oedematous matrix areas, chondrocyte clusters, cleft and cavity formation,
in the groups treated by high doses (100, 200 mg/kg) of enrofloxacin. These lesions
progressed to extensive erosion of the articular surface in the group treated by 400 mg/kg.
The severity of the lesion increased with the increasment of the doses and duration of time.

To assess the oxidative stress, blood plasma MDA a biomarker of lipid peroxidation,
antioxidant enzymes, SOD and CAT activities were evaluated. Malondialdehit, levels
increased with increasment in doses in all groups treated for 30 days. Superoxid dismutase
activity decreased significantly with the increasement of enrofloxacin doses in all groups
treated. Catalase activity in all treated groups was not significantly different in comparison
to control.

Determintion of plasma magnesium levels revealed increased with inccreasement of
enrofloxacin doses in animals treated for 30 days.

Thus concluded that enrofloxacin is able to produced arthropathy on chicken and the damage
is dose dependent. These results suggested that enrofloxacin arthropatic effect is related to
oxidative stress.

Key Words: Enrofloxacin, Broilers, Pharmacokinetic, Oxidative stress, Histopathology.
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