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linmesi yanında. diğer ilaçlarla olan etkileşim-
lerinin organizmada hücresel düzeyde oluştura-
bilecekleri değişikliklerin. mutajenik ve terato-
jenik gibi kronik toksik etkilerinin de bilinmesi
gereklidir.

In rabbits, the effecl'i of chloramphenicol, phenobarbitaı and nikethamide
on aniline-induced methemoglobinemia.

Summary: Investigation was carried out to determine the effects of chloram-
phenicol, phenobarbital and nikethamide on aniline-induced methemoglobinemia.

In this study, 28 male 2-3 month old New Zeland albino rabbits weighing 1.5-2
kg were used. The rabbits were divided into four groups equal/y and treated intra-
muscularly for 5 days as fol/ows: group I (control)- given saline (2-3 ml), group II-
given chloramphenicol (5 mg/kg) group III-given phenobarbital sodium (15 mg/
kg)and group IV- given nikethamide (0.5 mg/kg). After 24 hr, ani/ine was given as a
single dose of 50 mg/kg from the ear vein of the rabbits. The levels of methemoglo-
bin were measuredfrom the blood samples as using spectrophotometric method be-
fore and after 25 and 240 min of aniline injection.

In.the first group, the percentage of methemoglobin was increased at 25 min
fol/owed by a decrease to the basal level at 240 min. This increase was not ob-
served in the presence of chloramphenicol (group II). Giving aniline in the pres-
ence of phenobarbital and nikethamide (group III and IV) increased the percentage
of methemoglobin at 25 min similar to the injection of ani/ine in the absence of
them but after 240 min it did not come down to the basal level obtained at the be-
ginning.

Özet: Araştırma, kloramfenikol, fenobarbital ve niketamidin, ani/in veri/mesi
sonucunda oluşan methemoglobin üzerine etkilerini tesbit amacıyla yapdmıştır.

Bu çalışmada, ağırlıkları J.5-2 kg olan 2-3 aylık, 28 erkek Yeni Zelanda ırkı
albino tavşan kul/anıldı. Tavşanlar eşil olmak üzere 4 gruba bölündüler. J. kontrol
grubundaki/ere serumfizyolojik (3-4 ml), 2. gruptakilere kloramfenikol (5 mg/kg),
3. gruptaki/ere fenobarbilal sodyum (15 mg/kg) ve 4. gruptaki/ere niketamid (0.5
mg/kg) 5 gün süreyle i.m. veri/di. Enjeksiyonların bitiminden 24 saat sonra 50 mg/
kg dozunda ani/in tavşanların kulak venasından enjekte edildi. Ani/in enjeksiyonun-
dan önce ve enjeksiyonundan sonra (25. ve 240. dak.) alınan kan örneklerinde
methemoglobin miktarları spektrofotometrik yöntemle tayin edi/di.

Ilk grupta, methemoglobin oranının 25. dak. da yükseldiği ve 240. dak.da ise
ani/in verilmeden önceki değere yaklaştığı tesbit edildi. Bu yükseliş anilinden önce
kloramfenikol verilmesi durumunda (II. grup) gözlemlenmedi. Anilinden önce feno-
barbilal ve niketamidin verilmesi (III. ve IV. grup), anilinin yalnız olarak verilme-
sinde olduğu gibi methemoglobin oranını yükseltti, fakat 240. dak.ın sonunda bu
değerler başlangıçtaki seviyeye inmedi.

Giriş

İlaçlann. canlılann yaşamındaki önemi bi-
linmektedir. Ilaçlann tedavi etkinliklerinin bi-
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Dapson, primakinin, sulfanamidler, fenase-
tin ve asetanilid gibi tedaviye girmiş çok sayıda
anilin türevi ilaçlar mevcuttur (13, 20, 32).
Bunlardan asetanilid, fenilhidroksilamin ve nit-
rozobenzene, fcnasetin ise 4-etoksifenol, hid-
roksilamin ve 4-etoksinitrozobenzene dönüş-
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mektedir (22). Anilinin bu türevIeri tedavide
analjezik ve antipiretik amaçla kullanılmaktadır
(8, 15, 20, 27). Fenilhidroksilaminin alyuvar
süspansiyonu içinde oldukça yüksek oranda
methemoglobin oluşturdu~ bilinmektedir (21).
Anilin agız, deri ve solunum yoluyla alındıgın-
da kolaylıkla emilmektedir (30, 32). Emilen
anilin organizmada sitokrom P-450'ye baglı en-
zimler aracılıgıyla N-oksidasyona ugraularak
nitrozobenzeQ.e dönüştürülmektedir. Nitrozo-
benzen redüksiyonla fenilhidroksilamine, bu da
oksidasyonla tekrar nitrozobenzene dönüşmek-
tedir (16, 17, 18,24). Bu dönüşüm sırasında he-
moglobindeki iki degerli demir atomu üç değer-
li demir atomuna oksitlenmekte ve
methemoglobin oluşmaktadır (17, 18, 19, 23).
Hemoglobinde bulunan Hem'deki demirin bu
şekilde degişiminden doğrudan nitrozobenzenin
sorumlu olduğu, nitrozobenzen ile hemoglobi-
nin in vitro inkübasyonu yapılarak gösterilmiş
nitrozobenzenin methemoglobin oluşturma ora-
nının (% 13- 15) sodyum nitrit (%90-98) ve ami-
nofenolden (%60) çok daha düşük olduğu da
bildirilmiştir (23). Anilinle zehirlenmelerde gö-
rülen belirtilerin büyük bir kısmı (siyanoz, solu-
num güçlügü) oluşan methemoglobinden ileri
gelmektedir (3, 4,8,27,30,32).

Anilin verilmesi sonucu bir oksidasyon
ürünü olarak oluşan nitrozobenzen düzeyinin
ölçüldüğü bir çalışmada, anilinin yalnız ve klo-
ramfenikol, fenobarbital ile niketamin enjeksi-
yonundan sonra verilmesi durumunda, nitrozo-
benzen düzeyinin kloramfenikol verilen grupta
25. dak. da sadece anilin verilen gruba göre da-
ha düşÜk, fenobarbital ve niketamid verilenler-
de ise daha yüksek olduğu, 4 saat sonra bütün
gruplardaki değerlerin düştüğü bildirilmektedir
(7).

Kloramfenikolün etki tipi bakteriostatiktir
(8, ıo, 20, 26, 29). Sitokrom P-450 enzimleri
tarafından katalize edilen ilaç oksidasyonlannı
engellediği bildirilmektedir (6).

Antikonvülzan ve sedatif etkilere sahip
olan fenobarbital genel bir depresandır. Karışık
fonksiyonlu oksidaz enzim sistemini indükle-
mekte ve bu nedenle sitokrom P-450'ye bağlı
reaksiyonlar hızlanmaktadır (1, 2). Köpek ve
kedilerin psişik bozukluklarında, tonik ve klo-
nik spazmlarda, epilepside, sedasyon oluştur-
mak amacıyla, konvülzanlarla oluşan zehirlen-
melerde, mide bağırsak sancılarında, kedi ve
köpeklerde gastrik sedasyon ve uzun süreli
anastezi oluşturmak amacıyla kuııanılmaktadır
(4,8, 15,25,27).

Niketamid asfekside, solunum depresyo-
nunda, respiratorik ve sirkülatorik kollapsda,
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anestezi sonrası senkoplarda kullanılır (27, 32).
Karaciger mikrozomal enzimlerinin sentezinde
indüksiyon yapmak suretiyle bu enzimlerin ak-
tivitesinde bir artışa neden olmaktadır. Bunun
yanında pentobarbitalin metabolizmasını hız-
landırdıgı da bildirilmiştir (5).

Normal eritrositlerde toplam Hb'nin günde
yaklaşık %2'sinin methemoglobine dönüştügü
bildirilmektedir (33). Anilinin alınmasıyla met-
hemoglobinin şekillendiği ve bunda da sitok-
rom P-450 gibi enzimlerin ml aldıgı (17) bilin-
mektedir. Enzim içeren kırmızı kan
hücrelerinde methemoglobinin oksihemoglobi-
ne dönüşmesinde etkili olanlar; a) NADH-
metHb azaltıcı sistem, b) NADPH-
dehidrojenize sistem, c) azaltıcı tip glutathion,
d) askorbik asit, e) metilen mavisi ve vitaminler
ve f) sistein ve ergotion şeklinde sıralanabilir
(33).

Bu çalışmada, kloramfenikol, fenobarhital
ve niketamidin anilin verilmesi sonucunda olu-
şan methemoglobin düzeyi üzerine ne ölçüde
etkili oldukları ve bu düzeyin zamana göre de-
ğişiminin araştırılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metod

Bu çalışmada, ağırlıkları 1.5-2 kg olan 2-3
aylık, 28 erkek Yeni Zelanda ırkı albino tavşan
kullanıldı. Tavşanlar, Ankara Tavukçuluk Araş-
tırma Enstitüsünden temin edildi. Hayvanlar da-
mızlık tavşan yemi ile ad lib. beslendiler ve ön-
lerinde sürekli temiz su bulunduruldu. Deneyde
kullanılmadan önce, laboratuvar şartlarına
uyum sağlamaları için beş gün süreyle bekletil-
di. Araştırmada kuııanılan tavşanlar mikmzo-
mal enzimleri indükleyen veya inhibe eden iç
ve dış etkilerden uzak tutuldu (20).

Tavşanlar her birinde 7 adet olmak üzere 4
gruba bölündü. Kontrol grubundakilere 3-4 ml
serum fizyolojik, 2. gruptakilere 5 mg/kg klo-
ramfenikol, 3. gruptakilere 15 mg/kg fenobarbi-
tal sodyum, 4. gruptakilere ise 0.5 mg/kg nike-
tamid beş gün süreyle i.m. verildi.
Enjeksiyonların bitiminden 24 saat sonra hay-
vanlara kulak venasından 50 mg/kg dozunda
anilin enjekte edildi. Anilinin enjeksiyonundan
hemen önce ve enjeksiyondan sonraki 25. (ani-
lin enjeksiyonunu. takiben methemoglobin olu-
şumunu sağlayan nitrozobenzen düzeyinin en
yüksek olduğu kabul edilen dak.) ve 240.
dak.larda alınan kan örneklerinde methemoglo-
bin miktarları tesbit edildi (7).

Kan örnekleri, laboratuvarda methemoglo-
bin tayini yapılıncaya kadar geçen sürede, erit-
rositlerdeki methemoglobinin hemoglobine in-
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Tablo i: Tavşanlarda, serum fizyolojik. k1oramfenikol,
fenoharbital ve niketamidin varlıltında anılin verilmesinden sonra

oluşan methamoglobin miTctarlan. Degerler anilinin
verilmesinden hemen önce ve verilmesinden sonraki 25. ve 240.
dakikalarda alınrruştır. Degerler ortalama :i: standart hatalan

göstermekte olup, her grupta 7 hayvan kullanılrruştır.

Methemoglobin ('ro)

Lgrup IL.grup "Lgrup IV. grup

Zaman Serum fiz. KJoramfenikol Fenoharbital Niketamid
, (Dak.) (3-4 ml (5 mglkg (5 mglkg (0.5 mglkg

i.m.) i.m.} i.m.) i.m.)

!
+

Anilin (50 mglkg i.v.)

i O 1.7+0.51 2.0:1;0.4 1.6:1:0.2" 1.9:1:0.4'

i 25 4.2:1:0.t1 2.6:1:0.4 4.0:l:O.7b 4.0:l:O.5Y

; 240 2.0:1:0.33 2.1:1:0.7 4.0:1:0.3< 4.7:1:0.7'

p<D.Oı6; ı.2,2.3 .• -y •• -z P<D.OI; a-b P<D.OOl;a-c

dirgerunesini (28, 31) durdunnak amacıyla M/
60 "phosphate buffer" ile muamele edildi. Bu
amaçla 0.2 ml kan alınarak M/60 "phosphate
buffer" ile LOml'ye tamamlandı. Bu şekilde su-
landınlan kan içinde bulunan methemoglobin
düzeyleri 25 °C'de 6 saat, 5 °C'de 2 güne kadar
sabit kalabilmektedir (28). Methemoglobin dü-
zeyleri Evelyn-Malloy metoduna göre (ll)
spektrofotometrede (Shimadzu digital spectrop-
hotometer UV-150, KYOTO-JAPAN) ölçüldü.

İstatistiksel yönden karşılaştınnalar "Stu-
dent-t test" ile yapıldı. Karşılaştınnalarda üç de-
ğer kullanıldığı için, Bonferroni'nin düzeltme
faktörü (9, 14) kullanılarak güvenlik eşiği ola-
rak 0.05 yerine, bunun karşılaştınnada kiJllanı-
lan sayıya (3) bölünmesi ile (0.05/3=0.016) el-
de edilen değer dikkate alındı.

Bulgular

Tavşanlarda, serum fizyolojik (I. grup, 3-4
ml), kloramfenikol (II. grup, 5 mg/kg), fenobar-
bital (III. grup, 15 mg/kg) ve niketamidin (LV.
grup, 0.5 mg/kg) 5 gün süreyle i.m. verilmesin-
den sonra anilinin (50 mg/kg, i.v.) enjekte edil-
mesi ile oluşan yüzde methemoglobin değerleri
tablo 1'de gösterilmektedir.

Kontrol grubu olarak değerlendirilen 1.
grupta, anilin enjeksiyonundan hemen önce
methemoglobin miktarı % 1.7 bulundu. Bu de-
ğerin enjeksiyonu takip eden 25. dak. da
%4.2'ye yükseldiği ve bu artışın istatistiksel
yönden önemli olduğu (p<0.016) bulundu. Met-
hemoglobin düzeyini tesbit amacı ile anilinin
enjeksiyonunu takip eden 240. dak. da yapılan
üçüncü ölçümde ise, bu değerin %2 olduğu ve
başlangıçtaki değerden farklı olmamasına kar-
şın 25. dak.daki değerden düşük olduğu
(p<0.016) gözlemlendi.

Anilin kloramfenikolden sonra enjeksiyo-
nun yapıldıgı II. grupta, başlangıçtaki methe-
mogl6bin degeri %2 olarak tesbit edildi. Daha
önce i. grupta elde edilen degere göre, 25. dak.
da daha küçük bir artış oldugu (%2.6) ve bu ar-
tışın başlangıçtaki degerden istatistiksel yönden
farklı olmadıgı gözlemlendi. Yine 240. dak. da
bir önceki degere çok yakın bir deger elde edil-
di (%2.7) ve O ile 240. daldardaki degerlerle
aralarındaki farkın istatistiksel yönden önemsiz
oldugu görüldü.

Anilin III. grupta fenobarbitalden sonra ve-
rildi ve bu grupta, methemoglobin düzeyi baş-
langıçta anilinin enjeksiyonundan hemen önce
% 1.6 olarak bulundu. Daha sonra 25. dak. da
yapılan ölçümde methemoglobin oranı, anilinin
yalnız olarak verildiği i. gruptaki değere (%4.2)
çok yakındı (%4) ve başlangıçtaki değerle ara-
larındaki farkın istatiksel yönden önemli oldugu
(p<0.01) belirlendi. Bu grupta 240. dak. da ya-
pılan ölçümde elde edilen değerin de (%4) baş-
langıçtaki değerden farklı oldugu görüldü
(p<O.OOl).

Son grupta, anilin niketamidi takiben veril-
di ve bu grupta başlangıçta elde edilen methe-
moglobin oranı (% ı.9) diğer gruplardakine ya-
kın olarak gözlemlendi. Bu grupta yine 25. dak.
da elde edilen değer (%4) III. grupta elde edile-
nin aynısı olurken, ilk gruptaki ile (%4.2) çok
yakın olduğu tesbit edildi. Bu değerle (%4) baş-
langıçtaki değer arasındaki fark istatistiksel
yönden önemli bulundu (p<0.016). Bu grupta
da III. grupta olduğu gibi 240. dak. da elde edi-
len değerde düşme görülmedi. Bunun' 25.
dak.daki değerden farkı olmamasına karşın,
başlangıçtaki methemoglobin oranı ile farkının
önemli olduğu (p<0.016) görüldü.

Tartışma ve Sonuç

Tavşanlara i.v. yolla yapılan anilin enjeksi-
yonundan hemen önce ve daha sonraki 25. ve
240. dak.larda alınan kanda methemoglobin dü-
zeyi ölçülerek, zamana göre kandaki konsont-
rasyonunda bir farklılığın bulunup bulurunadı-
ğına bakılmıştır. Ayrıca, hayvan gruplarına
anilin enjeksiyonundan 24 saat önce bitecek şe-
kilde 5 gün süreyle verilen kloramfenikol, feno-
barbital ve niketamidin beliıtilen zamanlarda,
methemoglobin konsantrasyonunu hangi yönde
etkilediği, grupların kendi içinde zamana göre
değişimlerin karşılaştırılması yapılarak farklılı-
ğın olup olmadığı araştınlmıştır.

Bu çalışmada, nitrozobenzen ile ilgili yapı-
lan çalışmadan (7) farklı olarak kanda belirli
oranda nonnal düzeyde methemoglobin olduğu
kabul edilerek anilin verilmeden hemen önce ve
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verilmesinden sonra ilk ölçüm 25. dak. da ya-
pılmıştır.

Anilin enjeksiyonu sonucu oluşan methe-
moglobin oranının, nitrobenzeninki ile dogru
orantılı olacagı (7) düşünülebilir, çünkü anilin
organizmada sitokrom P-450'ye baglı enzimler
aracılıgıyla N-oksidasyona ugratılarak nitrozo-
benzene dönüştürülmektedir. Nitrozobenzenin
redüksiyonla feniH1idroksilamine, bunun da ok-
sidasyonla tekrar nitrozobenzene dönüştügü
(16, 17, 18, 24) ve bu dönüşüm sırasında he-
moglobindeki iki degerli demir atomunun üç
degerli demir atomuna oksitlendigi ve sonuçta
methemoglobinin oluştugu (17, 18, 19,23) bi-
linmektedir. Oluşan methemoglobin de normal-
de 'NADH diapharese" enzimi yardımı ile he-
moglobine dönüşmektedir (17). Anilin
verilmesi sonucu oluşan nitrozobenzen methe-
moglobin oluşturma oranı (% 13-15) nitrit türev-
Ierine (%90-98) veya yine aminofenol gibi ani-
lin türevIerine göre (%60) oldukça düşüktür
(23). Knabe ve ark. (22) tarafından yapılan ça-
lışmada, fenasetin tarafından oluşturulan methe-
moglobinin çeşitli zamanlardaki oranı ise 30
dak.da %11,60. dak. da %23,120. dak. da %36
ve 180. dak.da %41. olarak tesbit edilmiştir. Gö-
rüldügü gibi nitrozobenzenin zayıf bir metho-
moglobin yapıcısı olması nedeniyle, anilin ve-
rilmesi sonucu belirlenen nitrozobenzen miktan
(7) ile methemoglobin oranı arasında tam ola-
rak bir paralellik görülmemektedir.

Bu çalışmada methemoglobinin zamana
bagıı degişiminin anilinin yalnız olarak veril-
mesi durumunda nitrozobenzen ile benzerlik
göstermesinin yanında, kloramfenikol, fenobar-
bital ve niketarnidin önce verilmesi ile seyrinin
degiştigi tesbit edilmiştir. Kloramfenikol veri-
len bir çalışmada (7), anilin verilmesiyle oluşan
nitrozobenzen düzeyinin 25. dak.da yüksek bir
noktaya çıktıgı fakat artışın boyutunun diger
gruplardan daha düşük oldugu belirtilmektedir.
Yapılan bu çalışmada ise başlangıçtaki methe-
moglobin düzeyi ile 25. dak. daki arasında
önem doguracak bir artış gözlemlenememiştir.
Bu durum, oluşan nitrozobenzen düzeyinin klo-
ramfenikol tarafından azaltılmasının methe-
moglobinde de görüldügü ve kaydadeger bir ar-
tışın olmadıgını göstermektedir.

Fenobarbital ve niketamidin verilmesi so-
nucu 25. dak.da oluşan methemoglobin düzeyi
kontrol grubundaki degerlere yakın bulundu.
Kontrol grubunda bulunan methemoglobin de-
geri 240. dak. da azalmasına ragmen fenobarbi-
tal ve niketamid verilen grupta düşüş görülme-
di. Fenobarbital ve niketamid,
fenolhidroksilaminin alyuv arıar üzerine olan
toksik etkisini (17) artırabilir. Bununla birlikte
bu iki maddenin protein sentezini artırdıgı göz
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önünde bulundurulursa (7), fenilhidroksilami-
nin zar proteinlerine ve çözünebilir proteinlere
bagıanma özelligini (12, 17) kalıcı kılarak tok-
sik etkisini uzatması sonucu methemoglobinin
hemoglobine dönüşümünü engelledigi düşünül-
mektedir. Aynı zamanda fenobarbital ve niketa-
midin, methemoglobinin hemoglobine dönüşü-
münü saglayan enzim sistemi üzerine (NADH-
methemoglobin reducing system) (33) toksik et-
kileri sonucunda dönüşümün durabilecegi ihti-
mali de göz önünde tutulmalıdır.

Sonuç olarak,S gün süreyle i.m. olarak en-
jekte edilen kloramfenikol, fenobarbital ve ni-
ketamidin kandaki methemoglobin oranı üzeri-
ne etkilerinin olmadıgı belirlendi. Anilinin
yalnız verilmesi ile 25. dak.da artan methemog-
lobin miktannın, kloramfenikol verilen grupta
daha az şekillendigi, fenobarbital ve niketamid
verilen gruplarda ise yalnız verilen grupta olğu-
gu oranda arttıgı tesbit edildi (Tablo I)'.Ote
yandan 240. dak.da, kloramfenikol verilen
gruptaki methemoglobin degerinin kontrol gru-
bu ile aynı düzeyde olmasına karşın, fenobarbi-
tal ve niketamid verilen gruplarda 25. dak.daki
seviyeyi koruduğu görüldü.
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