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TAVSANLARDA KLORAMFENIKOL, FENOBARBITAL VE
NIKETAMID'IN, ANILIN'IN OLUSTURACAGI
METHEMOGLOBIN UZERINE ETKILERI.

Bahri EMRE' Vedat SA\GMANLIGIL*
Tiksin PISKIN? Abdullah DOGAN’

In rabbits, the effects of chloramphenicol, phenobarbital and nikethamide
on aniline-induced methemoglobinemia.

Summary: Investigation was carried out 1o 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 equally and treated intra-
muscularly for 5 days as follows: group I (control)- given saline (2-3 ml), group I1-
given chloramphenicol (5 mgikg) group Ill-given phenobarbital sodium (15 mg/
kg)and group IV- given nikethamide (0.5 mglkg). After 24 hr, aniline was givenas a
single dose of 50 mgikg from the ear vein of the rabbits. The levels of methemoglo-
bin were measured from 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
followed by a decrease to the basal level at 240 min. This increase was not ob-
served in the presence of chloramphenicol (group I). Giving aniline in the pres-
ence of phenobarbital and nikethamide (group 11l and IV) increased the percentage
of methemoglobin at 25 min similar o the injection of aniline in the absence of
them but after 240 min it did not come down to the basal level obtained at the be-
ginning.

Ozet: Aragtirma, kloramfenikol, fenobarbital ve niketamidin, anilin verilmesi
sonucunda olusan methemoglobin iizerine etkilerini tesbit amaciyla yapiumgsur,

Bu ¢aliymada, agirliklary 1.5-2 kg olan 2-3 aylik, 28 erkek Yeni Zelanda irki
albino tavgan kullanildi. Tavsanlar egit olmak iizere 4 gruba béliindiiler. 1. kontrol
grubundakilere serum fizyolojik (3-4 ml), 2. gruptakilere kloramfenikol (5 mglkg),
3. gruptakilere fenobarbital sodyum (15 mgikg) ve 4. gruptakilere niketamid (0.5
mglkg) 5 giin siireyle i.m. verildi. Enjeksiyonlarin bitiminden 24 saat sonra S0 mg/
kg dozunda anilin tavsanlarin kulak venasindan enjekte edildi. Anilin enjeksiyonun-
dan oOnce ve enjeksiyonundan sonra (25. ve 240. dak.) alinan kan orneklerinde
methemoglobin miktarlar: spektrofotometrik yontemle tayin edildi.

ik grupta, methemoglobin orammn 25. dak. da yiikseldigi ve 240. dak.da ise
anilin verilmeden Onceki degere yaklagugi tesbit edildi. Bu yiikselis anilinden once
kloramfenikol verilmesi durumunda (1. grup) gozlemlenmedi. Anilinden once feno-
barbital ve niketamidin verilmesi (I11. ve IV. grup), anilinin yalmz olarak verilme-
sinde oldugu gibi methemoglobin oramini yiikseltti, fakat 240. dak.in sonunda bu
degerler baglangigtaki seviyeye inmedi.

Girig linmesi yaninda, diger ilaglarla olan ctkilesim-
lerinin organizmada hiicresel diizeyde olustura-
bilecekleri degisikliklerin, mutajenik ve terato-
Jjenik gibi kronik toksik etkilerinin de bilinmesi
gereklidir.

llaglann canlilann yasamindaki 6nemi bi-
linmektedir. Ilaglann tedavi etkinliklerinin bi-
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mektedir (22). Anilinin bu tiirevieri tedavide
analjezik ve antipiretik amagla kullanilmaktadir
(8, 15, 20, 27). Fenilhidroksilaminin alyuvar
slispansiyonu iginde oldukga yliksek oranda
methemoglobin olugturdufu bilinmektedir (21).
Anilin afiz, deri ve solunum yoluyla alindigin-
da kolaylikla emilmektedir (30, 32). Emilen
anilin organizmada sitokrom P-450'ye bagh en-
zimler aracihifiyla N-oksidasyona ugraularak
nitrozobenzene doniigtiinilmektedir. Nitrozo-
benzen rediiksiyonla fenilhidroksilamine, bu da
oksidasyonla tekrar nitrozobenzene doniigmek-
tedir (16, 17, 18, 24). Bu dbniigiim sirasinda he-
moglobindeki iki degerli demir atomu l¢ deger-
li demir atomuna  oksitlenmekte  ve
methemoglobin olugmaktadir (17, 18, 19, 23).
Hemoglobinde bulunan Hem'deki demirin bu
sekilde degisiminden dogrudan nitrozobenzenin
sorumlu oldugu, nitrozobenzen ile hemoglobi-
nin in vitro inkiibasyonu yapilarak gosterilmig
nitrozobenzenin methemoglobin olugturma ora-
mmn (%13-15) sodyum nitrit (%90-98) ve ami-
nofenolden (%60) ¢ok daha digiik oldugu da
bildirilmistir (23). Anilinle zehirlenmelerde go-
riilen belirtilerin biiyiik bir kismi (siyanoz, solu-
num giigliigi) olusan methemoglobinden ilen
gelmektedir (3, 4, 8, 27, 30, 32).

Anilin verilmesi sonucu bir oksidasyon
iriinii olarak olusan nitrozobenzen diizeyinin
Slgiildiigi bir galigmada, anilinin yalmz ve klo-
ramfenikol, fenobarbital ile niketamin enjeksi-
yonundan sonra verilmesi durumunda, nitrozo-
benzen diizeyinin kloramfenikol verilen grupta
25. dak. da sadece anilin verilen gruba gore da-
ha diisiik, fenobarbital ve niketamid verilenler-
de ise daha yiliksek oldugu, 4 saat sonra biitlin
gruplardaki degerlerin diigtigi bildirilmektedir

.

Kloramfenikoliin etki tipi bakteriostatiktir
(8, 10, 20, 26, 29). Sitokrom P-450 cnzimleri
tarafindan katalize edilen ilag oksidasyonlanm
engelledigi bildirilmektedir (6).

Antikonviilzan ve sedatif etkilere sahip
olan fenobarbital genel bir depresandir. Kangik
fonksiyonlu oksidaz enzim sistemini indiikle-
mekte ve bu ncdenle sitokrom P-450'ye bagh
reaksiyonlar hizlanmaktadir (1, 2). Kopek ve
kedilerin psisik bozukluklarinda, tonik ve klo-
nik spazmlarda, epilepside, sedasyon olugtur-
mak amaciyla, konviilzanlarla olusan zehirlen-
melerde, mide bafirsak sancilarinda, kedi ve
kopeklerde gastrik sedasyon ve uzun siireli
anastezi olugturmak amaciyla kullanilmaktadir
(4.8, 15,25,27).

Niketamid asfckside, solunum depresyo-
nunda, respiratorik ve sirkilatorik kollapsda,

S
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anestezi sonrasi senkoplarda kullamlir (27, 32).
Karacifer mikrozomal enzimlerinin sentezinde
indiiksiyon yapmak suretiyle bu enzimlerin ak-
tivitesinde bir artisa neden olmaktadir. Bunun
yaninda pentobarbitalin metabolizmasim hiz-
landirdif da bildirilmigtir (5).

Normal eritrositlerde toplam Hb'nin giinde
yaklagik %2'sinin methemoglobine doniistigi
bildirilmektedir (33). Anilinin alinmasiyla met-
hemoglobinin gekillendii ve bunda da sitok-
rom P-450 gibi enzimlerin rol aldif (17) bilin-
mektedir. Enzim igeren kirmizt  kan
hiicrelerinde methemoglobinin oksihemoglobi-
ne donigmesinde etkili olanlar; a) NADH-
metHb  azaluci sistem, b) NADPH-
dehidrojenize sistem, c¢) azaluci tip glutathion,
d) askorbik asit, e) metilen mavisi ve vitaminler
ve f) sistein ve ergotion seklinde siralanabilir
(33).

Bu ¢aligmada, kloramfenikol, fenobarbital
ve niketamidin anilin verilmesi sonucunda olu-
san methemoglobin diizeyi iizerine ne Olgiide
etkili olduklan ve bu diizeyin zamana gére de-
gisiminin aragtinlmas: amaglanmigtir.

Materyal ve Metod

Bu ¢alismada, agirhiklan 1.5-2 kg olan 2-3
aylik, 28 erkek Yeni Zelanda 1rki albino tavsan
kullaruldi. Tavsanlar, Ankara Tavukguluk Aras-
urma Enstitiisiinden temin edildi. Hayvanlar da-
mizlik tavsan yemi ile ad lib. beslendiler ve 6n-
lerinde siirekli temiz su bulunduruldu. Deneyde
kullamlmadan once, laboratuvar sartlanna
uyum saglamalan igin beg glin slireyle bekletil-
di. Aragtirmada kullanilan tavganlar mikrozo-
mal enzimleri indiikleyen veya inhibe eden ig
ve dis etkilerden uzak tutuldu (20).

Tavsanlar her birinde 7 adet olmak lizere 4
gruba boélindi. Kontrol grubundakilere 3-4 mt
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 bes gin siireyle im. verildi.
Enjeksiyonlann bitiminden 24 saat sonra hay-
vaniara kulak venasindan 50 mg/kg dozunda
anilin enjekte edildi. Anilinin enjeksiyonundan
hemen once ve enjeksiyondan sonraki 25. (ani-
lin enjeksiyonunu takiben methemoglobin olu-
sumunu saflayan nitrozobenzen diizeyinin en
yiiksek oldugu kabul edilen dak.) ve 240.
dak.larda alinan kan 6meklerinde methemoglo-
bin miktarlan tesbit edildi (7).

Kan 6émceklen, laboratuvarda methemoglo-
bin tayini yapilincaya kadar gegen siirede, erit-
rositlerdeki methemoglobinin hemoglobine in-
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Tablo 1: Tavsanlarda, serum fizyolojik, kloramfenikol,
fenobarbital ve niketamidin varhginda anilin venilmesinden sonra
olugan methamoglobin miktarlan. Degerler anilinin
verilmesinden hemen énce ve verilmesinden sonraki 25. ve 240.
dakikalarda alinmugur. Degerler ortalama + standart hatalan
gostermekte olup, her grupta 7 hayvan kullanilmustr.

Methemoglobin (%)

1. grup I1. grup I1l. grup IV. grup

Zaman | Serum fiz. Kloramfenikol Fenobarbital Niketamid
(Dak.) (3-4ml (5 mg/kg (Smg/kg (0.5 mg/kg
i.m.) im.) i.m.) im.)

+
! Anilin (50 mg/kgiv.)

’ 0 ! 1.7+0.5!

20104 1.6£0.2* 1.9+0.4%
j 25 ’ 4.210.6% 2.60.4 40:0.7° 40105
izao ‘ 201£0.3° 2.710.7 40£03°  4.7:0.7*
P<0016;1-2,2-3,x-y,x-2 P<0.01;a-b P<0.001; a-¢

dirgenmesini (28, 31) durdurmak amaciyla M/
60 "phosphate buffer” ile muamele edildi. Bu
amagla 0.2 ml kan ahnarak M/60 "phosphate
buffer” ile 10 ml'ye tamamlandi. Bu sekilde su-
landinlan kan iginde bulunan methemoglobin
diizeyleri 25 °C'de 6 saat, 5 °C'de 2 giine kadar
sabit kalabilmektedir (28). Methemoglobin di-
zeyleri Evelyn-Malloy metoduna gore (11)
spektrofotometrede (Shimadzu digital spectrop-
hotometer UV-150, KYOTO-JAPAN) olgiildii.

Istatistiksel yonden kargilagtirmalar "Stu-
dent-t test” ile yapilds. Kargilagtirmalarda ti¢ de-
ger kullamildifr igin, Bonferroni'nin diizeltme
fakiori (9, 14) kullanilarak giivenlik esigi ola-
rak 0.05 yerine, bunun kargilagtirmada kullani-
lan sayiya (3) boliinmesi ile (0.05/3=0.016) el-
de edilen deger dikkate alindi.

Bulgular

Tavsanlarda, serum fizyolojik (I. grup , 3-4
ml), kloramfenikol (II. grup, 5 mg/kg), fenobar-
bital (III. grup, 15 mg/kg) ve niketamidin (IV.
grup, 0.5 mg/kg) 5 giin siireyle i.m. verilmesin-
den sonra anilinin (50 mg/kg, i.v.) enjekie edil-
mesi ile olusan ylizde methemoglobin degerleri
tablo 1'de gosterilmektedir.

Kontrol grubu olarak degerlendirilen 1.
grupta, anilin cnjeksiyonundan hemen once
methemoglobin miktar1 %1.7 bulundu. Bu de-
gerin enjeksiyonu takip eden 25. dak. da
%4.2'ye yikseldigi ve bu artigin istatistiksel
yonden 6nemli oldugu (p<0.016) bulundu. Met-
hemoglobin diizeyini tesbit amaci ile anilinin
enjeksiyonunu takip eden 240. dak. da yapilan
glnci olgiimde ise, bu deferin %2 oldugu ve
baslangigtaki degerden farkli olmamasina Kar-
sin 25, dak.daki degerden disik oldugu
(p<0.016) gozlemlendi.

Anilin kloramfenikolden sonra enjeksiyo-
nun yapidifi II. grupta, baglangigtaki methe-
moglobin degeri %2 olarak tesbit edildi. Daha
once 1. grupta elde edilen degere gore, 25. dak.
da daha kiigiik bir artig oldugu (%2.6) ve bu ar-
tigin baslangigtaki degerden istatistiksel ybnden
farkl1 olmadig1 g6zlemlendi. Yine 240. dak. da
bir 6nceki degere ¢ok yakin bir deger elde edil-
di (%2.7) ve 0 ile 240. dak.lardaki degerlerle
aralarindaki farkin istatistiksel ynden 8nemsiz
oldugu gonildii.

Anilin II1. grupta fenobarbitalden sonra ve-
rildi ve bu grupta, methemoglobin diizeyi bag-
langigta anilinin enjeksiyonundan hemen once
%1.6 olarak bulundu. Daha sonra 25. dak. da
yapilan 6l¢limde methemoglobin orani, anilinin
yalniz olarak verildigi I. gruptaki degere (%4.2)
¢ok yakindi1 (%4) ve baslangigtaki degerle ara-
larindaki farkin istatiksel yonden 6nemli oldugu
(p<0.01) belirlendi. Bu grupta 240. dak. da ya-
pilan 6lgiimde elde edilen degerin de (%4) bas-
langigtaki de@erden farklt oldugu goriildii
(p<0.001).

Son grupta, anilin niketamidi takiben veril-
di ve bu grupta basglangigta elde edilen methe-
moglobin oram (%1.9) diger gruplardakine ya-
kin olarak gozlemlendi. Bu grupta yine 25. dak.
da elde edilen deger (%4) III. grupta elde edile-
nin ayms! olurken, ilk gruptaki ile (%4.2) ¢ok
yakin oldugu tesbit edildi. Bu degerle (%4) bag-
langigtaki de@er arasindaki fark istatistiksel
yonden 6nemli bulundu (p<0.016). Bu grupta
da III. grupta oldugu gibi 240. dak. da elde edi-
len deferde diigme go6rilmedi. Bunun' 25.
dak.daki degerden farki olmamasina karsin,
baslangigtaki methemoglobin orami ile farkinin
6nemli oldugu (p<0.016) gorildii.

Tartisma ve Sonug

Tavsganlara i.v. yolla yapilan anilin enjeksi-
yonundan hemen 6nce ve daha sonraki 25. ve
240. dak.larda alinan kanda methemoglobin dii-
zeyi Olgllerek, zamana gore kandaki konsont-
rasyonunda bir farklilifin bulunup bulunmadi-
gina bakilmistir. Aynca, hayvan gruplanna
anilin enjeksiyonundan 24 saat 6nce bitecek ge-
kilde 5 giin siireyle verilen kloramfenikol, feno-
barbital ve niketamidin beliitilen zamanlarda,
methemoglobin konsantrasyonunu hangi yénde
etkiledigi, gruplann kendi iginde zamana gére
degisimlerin kargilagtinlmasi yapilarak farkhl-
&in olup olmadi1 aragtinlmigtir.

Bu calismada, nitrozobenzen ile ilgili yapi-
lan ¢aligmadan (7) farkli olarak kanda belirli
oranda normal diizeyde methemoglobin oldugu
kabul edilerek anilin verilmeden hemen 6nce ve
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verilmesinden sonra ilk &lglim 25. dak. da ya-
pilmigtir.

Anilin enjeksiyonu sonucu olusan methe-
moglobin orammnin, nitrobenzeninki ile dogru
orantili olacag (7) diistinilebilir, ¢linkii anilin
organizmada sitokrom P-450'ye bagl enzimler
aracilifiyla N-oksidasyona ugratilarak nitrozo-
benzene doniistiinilmektedir. Nitrozobenzenin
rediiksiyonla fenithidroksilamine, bunun da ok-
sidasyonla tekrar nitrozobenzene doniistigi
(16, 17, 18, 24) ve bu doniigiim sirasinda he-
moglobindeki iki degerli demir atomunun lg
degerli demir atomuna oksitlendigi ve sonugta
methemoglobinin olustugu (17, 18, 19, 23) bi-
linmektedir. Olugan methemoglobin de normal-
de 'NADH diapharese” enzimi yardimi ile he-
moglobine  d6niigmektedir  (17).  Anilin
verilmesi sonucu olugan nitrozobenzen methe-
moglobin olugturma oram (%13-15) nitrit tiirev-
lerine (%90-98) veya yine aminofenol gibi ani-
lin tirevlerine goére (%60) oldukga diigtiktiir
(23). Knabe ve ark. (22) tarafindan yapilan ¢a-
ligmada, fenasetin tarafindan olugturulan methe-
moglobinin gegitli zamanlardaki oram ise 30
dak.da %11, 60. dak. da %23, 120. dak. da %36
ve 180. dak.da %41 olarak tesbit edilmigtir. Go-
rildiigii gibi nitrozobenzenin zayif bir metho-
moglobin yapicisi1 olmasi nedeniyle, anilin ve-
rilmesi sonucu belirlenen nitrozobenzen miktan
(7) ile methemoglobin oran: arasinda tam ola-
rak bir paralellik goriilmemektedir.

Bu ¢aligmada methemoglobinin zamana
bagh degisiminin anilinin yalmz olarak veril-
mesi durumunda nitrozobenzen ile benzerlik
gostermesinin yaninda, kloramfenikol, fenobar-
bital ve niketamidin 6nce verilmesi ile seyrinin
degistigi tesbit edilmistir. Kloramfenikol veri-
len bir galigmada (7), anilin verilmesiyle olusan
nitrozobenzen diizeyinin 25. dak.da yliksek bir
noktaya ¢iktifn fakat artgin boyutunun diger
gruplardan daha diigiik oldugu belirtilmektedir.
Yapilan bu ¢aligmada ise baglangigtaki methe-
moglobin diizeyi ile 25. dak. daki arasinda
Onem doguracak bir artig gbzlemlenememigtir.
Bu durum, olusan nitrozobenzen diizeyinin klo-
ramfenikol tarafindan azaltlmasinin methe-
moglobinde de gonildiigii ve kaydadeger bir ar-
uisin olmadiint gostermektedir.

Fenobarbital ve niketamidin verilmesi so-
nucu 25. dak.da olugsan methemoglobin diizeyi
kontrol grubundaki degerlere yakin bulundu.
Kontrol grubunda bulunan methemoglobin de-
geri 240. dak. da azalmasina ragmen fenobarbi-
tal ve niketamid verilen grupta diigiig goriilme-
di. Fenobarbital ve niketamid,
fenolhidroksilaminin alyuvarlar {izerine olan
toksik etkisini (17) artirabilir. Bununla birlikte
bu iki maddenin protein sentezini artirdift goz
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6niinde bulundurulursa (7), fenilhidroksilami-
nin zar proteinlerine ve ¢oziinebilir proteinlere
baglanma 6zelligini (12, 17) kalic1 kilarak tok-
sik etkisini uzatmasi sonucu methemoglobinin
hemoglobine doniigiimiini engelledigi digiiniil-
mektedir. Aym zamanda fenobarbital ve niketa-
midin, methemoglobinin hemoglobine doniigu-
miinii saglayan enzim sistemi iizerine (NADH-
methemoglobin reducing system) (33) toksik et-
kileri sonucunda déniigtimiin durabilecegi ihti-
mali de goz oniinde tutulmahidir.

Sonug olarak, S giin siireyle i.m. olarak en-
jekte edilen kloramfenikol, fenobarbital ve ni-
ketamidin kandaki methemoglobin orami lizeri-
ne etkilerinin olmadig belirlendi. Anilinin
yalniz verilmesi ile 25. dak.da artan methemog-
lobin miktanimin, kloramfenikol verilen grupta
daha az sekillendigi, fenobarbital ve niketamid
verilen gruplarda ise yalmz verilen grupta oldu-
gu oranda artti@1 tesbit edildi (Tablo 1). Ote
yandan 240. dak.da, kloramfenikol verilen
gruptaki methemoglobin degerinin kontrol gru-
bu ile aym diizeyde olmasina kargin, fenobarbi-
tal ve niketamid verilen gruplarda 25. dak.daki
seviyeyi korudugu gorildi.
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