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iN VITRO OKSIDDATIF MIKROZOMAL I. FAZ ILAC

METABOLIZMASI TEKNIKLERI

TECHNIQUES IN IN VITRO OXIDATIVE MICROSOMAL
PHASE 1 DRUG METABOLISM

Mert ULGEN*

SUMMARY

The body has mechanisms that remove unwanted molecules and convert them into
derivaties of the administered molecule. These derivaties are more prone to elimination,
usually by the liver. This process of "metabolism” usually leads to the formation of mo-
lecules that are more water soluble, The metabolites of a drug can, however, also possess
pharmacolgical and / or toxicological activity, which may be benefical or detrimental to the
system. It is vital, therefore, to be able to deteet, identily and investigate the drug me-
tabolites so that the effects of the administrated agent can be monilored accurately. Using
in vitro techniques, the fate of drugs in biological systems can be followed and the reaction
mechanism (s) can be elucidated. Understanding, the pathways of metabolism enables the
pharmacists and doctors to understand and control the use of drugs more effecively and sa-
fely. In the present paper, the techniques studying the in witre oxidative microsomal
phase I metabolism of drug melecules will be reviewed.

OZET

Vicut, istenmeyen molekiilleri elimine edip bu molekiilleri diger tireviere da-
nilgtiren mekanizmalara sahiptir. Bu tdrevler, genellikle karacifer vasitasy ile eli-
minasyona yatkindir. Metabolizma iglevi, genel olarak suda daha ¢ok ¢oztinen molekiillerin
olusumuna yol acar. Buna ragmen, bir ilacin metabolitleri ayrica sisteme faydal veya za-
rarh farmakolojik ve toksikolojik aktiviteler géstercbilir. Bu nedenle alinan bilegigin et-
kilerinin dogru clarak gozlenebilmesi ic¢in, ilag metabolitlerinin tespiti, teshisi ve arag-
tirilmast gok dnemlidir. In wvitro teknikleri kullanarak, biyolojik sistemler igerisindeki
ilaglarin akibeti takip edilebilir ve reaksiyon mekanizmalari agiga gkartilabilir. Me-
tabolizma yollarinmin anlagilmasi, eczaci ve doktorlarin daha etkili ve givenli ila¢ kul-
lanumini anlamalarini ve bunu kontrol etmelerini saglar. Bu yayinda, ilag molckulleri tize-
rinde yapilan in witro oksidatif mikrozomal faz I metabolizma ¢ahsma teknikleri
anlatilacaktir.

* Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmasistik Kimya Anabilim Dali, 81010
Haydarpaga / ISTANBUL.
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GIRIS

llaglar dahil, organizmamiza digsanidan alinan ve gogu birgok avan-
taj getirmek Uzere Uretilmis gesithi tiplerde ve gesitli kullanim alanlarina
sahip "ksenobiyotik" ad: altinda bilinen kimyasal maddelerin gogu vii-
cutta enzimatik mekanizmalarla metabolize edilerek genellikle non - tok-
sik ve kolayca elimine edilebilen diger kimyasallara " metabolitlere” dé-
nusturidlur (1,2,3). Ksenobiyoitler arasinda ilaglardan bagka, gidalara
bilerek ya da kontaminant olarak katilan ¢esitli kimyasallar ve gda
katk: maddeleri, ayrica sentetik tadlandiricilar, rujlardaki kozmetikler,
dis pastalari, yikama sivilarindaki deterjanlar, yikama tozlan, be-
yazlaticilar, sabundaki kimyasallar, meyve ve sebzelerdeki pestisidler
( insektisid ve herbisidler), kontraseptif kimyasallar ve hava kirliligi gibi
organizmamin maruz kalabilecegi maddeler sayilabilir. Metabolik re-
aksiyonlarin dogal olarak amaci; ksenobiyotikleri; viicuttaki glukuronik
asid ve amino asidler gibi birtakim endojen maddelerle konjuge ola-
bilecek sekilde viicuttan kolayca elimine edilebilen non - toksik bir sekile
déniigtirmektedir. Ancak, metabolizma sonucu, daha toksik, daha aktif
ve nonpolar metabolitler de meydana gelebilmesi nedene ile, ozellikle
eger bu ksenobiyotikler kullamim alanina sahiplerse, kullanimlarinin
emin olup olmadigni, herhangi bir toksisite gostermeden é6nce or-
ganizmadan kolayca elimine edilip edilmediklerini ve ayrica or-
ganizmada birikim yapip yapmadiklarini anlamak, dolayisi ile bu kim-
yasallarin organizmadaki akibetlerini, dontstiikleri metabolitleri ve bu
metabolitlerin organizmaya yapacag etkileri deneysel olarak saptamak
¢ok onemlidir.

Enzimlerle kontrol edilen iki ayr faz halinde yiiriyen me-
tabolizma reaksiyonlarin 1. fazinda; ilaglardan genellikle oksidasyon, re-
dikksiyon veya hidrolitik bir reaksiyonla meydana gelen faz 1 me-
tabolitleri, bir 2. faz reaksiyonu ile molekiiliin konjigasyon triinlerini
olusturacak sekilde sentez reaksiyonuna uggradiktan sonra 2. faz me-

' tabolitleri halinde elimine edilir. Herbir fazda daha polar tiriinler olusur
( Sekil 1).
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Sekli - 1: Metabolizmanin fazlan

Ilag aktivitesinin son noktasi olan 2. fazin olusturdugu me-
tabolitler, genellikle suda ¢6zlinen asid bir yapiya sahip olan non - tok-
sik ve kolay atilabilir karakterli maddelerdir (4,5,6). Bir metabolizma re-
aksiyonuna Srnek olarak, Fenasetin'in bir 1. faz metabolik reaksiyonuna
ugrayarak oksidatif deetilasyon reaksiyonu ile aktif p- asetilaminofenol
metaboliti verdigini ve bu metabolitin de bir 2.faz { sentez ) reaksiyonu
ile inaktif p- asetilaminofenol glukuronidi seklinde elimine edildigini soy-
leyebiliriz ( Sekil 2) (7).

pe o oGl
FAZI FAZ I
B
NHCOCH; NHCOCH, ——
FENASETIN PA .
RASETAMOL GLUKURONID

Sekil - 2 : Fenasetin 'in metabolizma Grtnleri.

Ayrica, organizmada; bir substrattan veya bu substrattan en-
zimatik olarak meydana gelen primer ve sekonder metabolitlerden, " non
- enzimatik” veya diger bir deyimle kimyasal bir reaksiyonla‘ " me-
tabonat" adli verilen yeni maddeler olusabilir ( Sekil 3). Ozellikle se-
konder aminler ve bunlarin metabolik ara triinleri iizerinden metabonat

tipinde maddelerin olusumu modern metodlarla tespit edilmistir (8,9,10).
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$ekil - 3: Metabolizma sonunda olusan non - enzimatik trinler : Metabonat.

Ksenobiyotiklerin ugrayabilecekleri metabolik yollarin, olugan me-
tabolitlerin etkilerinin ve ayrca gerek in vivo gerekse in vifre olarak
uygulanan tekniklerin ¢ok y6nliligi nedeniyle, bu derlemede, me-
tabolizma ¢alismalarinda en 6nemli yeri tutan oksidatif 1. faz re-
aksiyonlarimn arastirilmasinda uygulanan ve in vitro olarak karaciger
mikrozomal preparatlarim kullanan tekniklere ana hatlar halinde de-
ginilecektir.

UYGULANAN DENEYSEL YONTEMLER

Ksenobiyotiklerin metabolizmasimi saglayan enzimler, en yogun
olarak karaciger hiicrelerinde endoplazmik retikulum (E. R. ) denilen bir
yapi iginde bulunur (11). Karaciger homojenize edildiginde, bir ag sek-
linde olan E. R. kinlarak santrifiij teknikleri ile izole edilebilen mik-
rozom denilen kii¢iik vezikiiller olusturulur. Bu sekilde hazirlanan mik-
rozomal preparatlan kullanarak, ilaglarin metabolizmas test tiiplerinde
¢alisilabilir. Bu mikroskobik partikiiller, oksidasyon, reduksiyon ve hid-
roliz gibi 1. faz ve ayrica gesitli 2. faz sentez reaksiyonlarimi iistlenirler.
Béoylece basit bir érnekle mikrozomlar, benzeni fenole oksitlerken, nit-
robenzeni aniline rediikler, prokaini p- amincbenzoik aside hidroliz eder

~veya fenolden fenil glukuronid sentezini yaparlar (5,6).

Sekil 4'de de gosterildigi gibi, bir in vitre mikrozomal me-
tabolizma ¢ahsmasinda izlenecek safhalar asagdaki sekilde ozet-
lenebilir:

1. Metabolizmas: arastinlacak ksenobiyotigin diger bir deyimle
substratin ve onun muhtemel metabolitlerinin tespiti, sentezi ve iden-
tifikasyonu, ¢éziintirlitk ve stabilite deneyleri
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2. Substrat ve muhtemel metabolitlerinin logP ve pKa gibi bir-
takim fizikokimyasal parametrelerinin tayini

3. Substrat ve muhtemel metabolitlerinin kromatografik ayirimlan
ve 6n ekstraksiyon denemeleri

4. Biyolojik sistemin ( karaciger mikrozomal preparatimin) ha-
zirlanmasi ve gerekli ko-faktorlerin tespiti

5. Biyolojik sistemle reaksiyon ( Inkiibasyon)

6. Substrat ve muhtemel metabolitlerinin birbirinden aymminm
saglayacak kromatografik sistemin ve biyolojik sistemden substrat ve
muhtemel metabolitlerinin ekstraksiyonunu saglayacak organik sol-
ventin ve sonunda bu solventi uzaklastiracak ortamin tayini (Se-
parasyon, Ekstraksiyon ve Evaporasyon)

7. Metabolitlerin teshis ve identifikasyonlar

8. Deneyler sonunda tespit edilmeleri halinde yeni " Bilinmeyen"
metabolitlerin indirekt teghisleri

9. Mekanizma tayini igin ara metabolitlerin inkiibasyonu
10. Kantitatif testlerle metabolitlerin miktarlarinin tayini

11.Tar farkhliklar, pH, substrat konsantrasyonu, enzim kon-
santrasyonu, ko-faktér miktarlarn ve inkiibasyon siiresi gibi baz pa-
rametrelerin degigtirilmesi ile elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi

12. Enzim indiksiyonu ve inhibisyonu yapan ajanlarin ilavesi ile
metabolik reaksiyonda rol oynayan enzimlerin tayin edilmesi
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Sekil - 4 : [la¢ metabolizma ¢alismalarinin safhalar.

1. Substrat ve muhtemel metabolitlerinin tespiti, sentezi ve
identifikasyonu, ¢éziiniirliik ve stabilite deneyleri

Bir metabolizma deneyinin ilk safhasi, metabolizmas: arastirilacak

kimyasalin “substratin” tespitidir. Substart, ila¢ olarak kulllanilmak
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iizere araghirilmasi yapilmakta olan bir molekil olabileceg gibi tedavi
degeri olmayan "model” bir kimyasal bilesik de olabilir. Bir model bilesik
tizerinde yapilacak metabolizma deneyinden ahnacak sonuclar, benzeri
yapida tedavi etkisi aragtirilan bir yapimin metabolizmas: hakkinda bir
fikir ve ayrca literatiire katk:lar saglar. Uretim asamasindaki bir ilag
maddesinin tzerinde yapilmas: gereken kalite kontrol deneyleri yaninda
ilag metabolizma yollarimin da arastirilarak agiga gkartilmasi, yabana
iilkelerde kanun otoritelerince gerekli goriilen bir islemdir. Ila¢ me-
tabolizmasinda mekanizma problemlerinin agga ¢ikartilmasinin tek
yolu yapi-metabolik aktivite tayinine imkan veren deneyler yapmaktir,
Ornegin bir model bilesigin yapisinda bulunan substituentlerin cinsini ve
konumunu degistirerek dizayn edilecek farkli substratlar tizerinde ya-
pilacak metabolizma denemeleri ile olaya sebep olan fonksiyonel gruplar
ve elamanlar tayin edilir. Fonksiyonel gruplarin degistirilmesi ile ilgi
alanindaki yapinin tizerindeki elektronik, sterik etkiler ve lipofilik ézel-
likler degigtirilebilir. Metabolize olabilecek gruplarin maskelenmesi ile,
metabolik reaksiyonlar inhibe edilerek veya inditklenerek reaksiyon me-
kanizmalar ag¢iga c¢ikartihr. Once, literatiirlerin, bilgilerin ve tah-
minlerin 1g13 altinda bir hipotez ileri striilerek digiiniilen metabolik yol-
lar ve muhtemel metabolitler saptanir. Bu dogrultuda, substrat ve
muhtemel metabolitler sentez yolu ile veya ticari olarak temin edilirler.
Bunlarin vapilari ve safhklan, spektroskopik, spektrometrik ve kro-
matografik analiz yontemleriyle saptanir. Metabolitlerin ¢ogu, érnegin,
N-oksidasyon metabolitleri olan hidroksilaminler, nitroso bilesikleri, nit-
ronlar, azoksi torevleri ve bazi aromatik hidroksi bilegikleri, kimyasal
olarak stabil olmadiklar: i¢gin sentez calismalari ve saklanmalan &zel
gnem gerektirir. Bu nedenle madde ve metabolitlerin ideal saklanma
sartlar ve hangi ¢éziiciilerde daha stabil olduklart aragtinhir. Bu, iler-
deki asamalarda gerekecek érnek hazirlama islemi agisindan énem tasir.
Bozunma triinleri, 1s1, 151k, pH etkisi ve ¢oziintirliikleri incelenir.

2. Substart ve muhtemel metabolitlerinin logP ve pKa gibi
birtakim fizikokimyasal parametrelerinin tayini

Bir ksenobiyotigin fizikokimyasal ozellikleri onun biyolojik sis-
temle etkilesmesini ve metabolizmasini degistirebilir. Bu 6zelliklerden
en onemlileri ve tayin edilmeleri gereken lipofilik veya hidrofilik du-
rumunu gosteren yag / su partisyon katsayis: ( logP degeri) ikincisi ise

iyonizasyon sabitesi yani pKa degeridir. Bir ksenobiyotigin lipidde ¢6-
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ziinebilirligi onun ilag metabolize edici enzim sistemine varabileceginin
ve metabolize olma oraminin artacagimin belirtisidir (12). Bu degerin 61-
giillmesinde en yaygin metod maddenin n-oktanol ve su arasindaki da-
gihmim UV spektroskopisi ile tayin etmektir. Iyonizasyon sabitesi olan
pKa da fiizyolojik kogsullarda absorpsiyon ve metabolizmayi etkileyen bir
kriterdir (13). UV yontemleri veya potansiyometrik olarak olgiilebilen bu
deger ayrica kromatografik ayirimda kullanilacak yiiksek basinch sivi
kromatografi ( HPLC) sistemi hakkinda &n bir fikir iiretmeyi saglar.

3. Substrat ve muhtemel metabolitlerinin kromatografik
ayirmimlarit ve 6n ekstraksiyon denemeleri

Yeni bir ilacin veya molekiiliin metabolizmasi ¢ahsilacag zaman,

bu ¢aligmadan once, ilk iglem by metabolitlerin birbirlerinden ve subs- ‘

tratin muhtemel metabolitlerinin biyolojik sistemden ekstraksiyonunu
cahigmaktir (14, 15, 16, 17).

a. Ayirma iglemi

Ayirma islemi, ince tabaka kromatografisi ( TLO), gaz - likid kro-
matografisi ( GC) (18) ve yiksek basingh sivi kromatografisi (HPLC) (18)
ile yapilabilir. Amag, standart madde ve olusan metabolitlerden elde edi-
len Rf x 100 ve retensiyon zamani degerlerinin karsilastirilmasidir. Bu
metabolitlerin yapilarinin UV, NMR, IR ve Mass spektrometrik ve spekt-
roskopik teknikler ile ispat1 da gerekir (20). Bugiin modern aletler, kro-
matografik ve spektroskopik yéntemleri birarada kullanarak, érnegin
GC - Mass, HPLC - UV ve HPLC - Mass (21) kombine teknikleri geklinde
metabolik iiriinlerin giivenilir, hassas, kolay ve hizh bir sekilde ana-
lizlerine imkan vermektedir. TLC, HPLC kadar hassas bir yéntem ol-
mamakla birlikte ¢ok kullanilan hazirlanmas: ve sartlan kolay olan bir
tekniktir. Madde ve metabolitlerinin polaritelirinin farkhhklarindan ya-
rarlamlarak uygun ¢oziici karigimlarinda ayinlmalan saglanir. Ya 254
- nm veya 366 nm de ultraviyole 151k altinda lekeler tespit edilir ya da le-
keler 6zel reaktifler piiskiirtmek suretiyle gériiniir hale getirilir. Rf x 100
degerleri kaydedilir. Metabolizma ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan cihaz
HPLC'dir. Maddeler ve metabolitlerinin, uygun bir ¢oziici sistemi { mobil
faz) ve kolon ( stasyoner faz ) kullanarak uygun retensiyon zamanlari ve
tekrarlanilabilir deney kosullar: elde etmek kaydi ile ayirmmi yapilir. Bi-
yolojik &rneklerle ¢galigmada mutlaka 6n - kolon kullanmak gerekir. On -
kolon biyolojik kirlilikleri tutarak kolenun kirlenmesini geciktirerek ko-
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lonun émriini arttinir. On - kolon zamanla kirlendiginde, sistem ba-
sincinda artis ve pik sekillerinde bozulmalar meydana gelir. Bu nedenle
6n - kolon dolgu maddesi degistirilir. Genellikle maddeler ve me-
tabolitleri farkh polariteler gosterdikleri igin zit faz HPLC daha yogun
olarak kullamilir. Metabolitlerin ¢ogu minimum pH araliklarinda bile
farkl stabilite ve pik alanlarn gosterdiklerinden gogunlukla belirli bir pH
segimine gerek duyulur. En ¢ok kullanilan zit faz ¢éziiciileri, asetonitril,
metanol, su ve tampon sistemleri ve bunlarin belli oranlardaki ka-
rigimlaridir. Ayirim yapilacak ¢ok fazla sayida ve benzer polaritede mad-
delerin varhgnda, (Isokratik” ayirim denilen tek bir ¢éziicii sistemi ile
yapilan ayirimin basansiz oldugu durumlarda) " Gradient” ayirnm tek-
nigi kullanilir. Programlanabilen solvent dagitma sistemi ile iki ayn
pompa gerektiren gradient teknikte temel prensip, kromotografi es-
nasmda ¢bziciilerin yiizdelerinin degistirilmesi ile maddeleri farkh za-
manlarda elile etmektir. Ancak sistemin pahalilif, basing oynamalarn,
kolon ve pompa tikanmalar: gibi sorunlan nedeni ile bundan mimkin
oldugunca kaginmak dogru bir yaklasgimdir. Kantitatif metabolizma ta-
yinlerinde, substrat ile benzer yamlarda olan ve ya ekstaksiyon 6ncesi in-
ternal olarak, va da ekstraksiyondan sonra internal clarak takilan stan-
dartlar kullanmak olusan metabolit miktarlanin:  saptamak igin
gerekmektedir. Internal standartin iyi ekstrakte edilebilmesi, me-
tabolitler kadar 6nem tagimakta ayrica standart olarak kullamilan mad-
delerin retensiyon zamaninin substrat ve metabolitlerden farkh olmas,
bunlarla etkilesmemesi, saf ve stabil olmasi gerekmektedir.

b. Ekstraksiyvon ve evaporasyon islemleri

Bu deneylerde, ilag ve metabolitlerinin biyolojik sistemden en iyi
bir verimle ekstraksiyonununu saglayacak selvent saptanir. lla¢ ve me-
tabolitlerinin biyolojik sivi veya doku homojenatlarindan ekstraksiyonu
onlart suyla karismayan organik solventlere gekmekle yapilir, Solvente
¢ekilen maddenin stabilitesi, solventin kolay uguculugu, ekstarksiyon si-
vilarin1 segmedeki 6nemli kriterlerdendir. Metabolik ekstaksiyon c¢a-
lismalarinda kullanilan en 6nemli solventler diklorometan, dietileter,
kloroform, petrol eteri (k.n. = 40 - 60°C), etil asetat, metanol, 2- propanol,
asetonitril ve bunlarin kangmilaridir. Ekstraksiyonun amaci mimkin
oldugunca iyi bir verimle metabolitleri biyolojik sistemden organik ¢o-
zicliye ¢ekmektir. Metabolitlerin bu ¢oziiciide stabil olmalar: sarttir. Bu
nedenle diklorometan ve dietileter, diisiik kaynama noktalarina sahip ol-
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duklar igin 1s1 ile bozulan maddelerin ekstaksiyonlarinda basar ile kul-
lamilarilar. Bunlar 40 ila 45° 'lik su banyolarnda azot gaz kul-
lamlmadan ekstrakte edilebilirler. Kaynama noktas: yiiksek olan sol-
ventlerle ekstraksiyona gerek duyulan durumlarda azot gazi altinda
ugurma iglemi yuritilir. Azot gaz tipd, 10-20 evaporasyon tiipiine ayni
anda kilcal borularla azot akimi verebilecek bir cam diizenege bag-
lanarak evaporasyon saglanir. Ekstraksiyon swilarindaki safsizhklar
ilag ve metabolitleri ile reaksiyona girebilir ve artifakt maddeler olus-
turabilirler (22,23). Ornegin dietileter, ila¢c ve metabolitlerini ok-
sijenlenmis drtinlere doniistiirebilecek percksidleri igerebilir. Bu mad-
deler o zaman, meiabona# olarak tayin edilebilirler (Sekil 3). Bu
problemler, ilgili safsizh@ kullanmadan hemen 6nce izole etmekle on-
lenmelidir. Metabolitlerin ¢ok az miktarda olusabilecegi diisiiniilirse saf-
lagtirma igleminin ¢ok 6nem tagimakta oludugu anlasihr. fla¢ ve me-
tabolitleri nétral, asidik, bazik veya amfoter karakterdedirler. Bu
nedenle ekstaksiyon verimini yitksek tutmak amaci ile ekstaksiyon s6-
Iisyonunun pH'min ayarlanmas: énemli olabilir. Ancak metabolitlerin
¢ogu, pH degisimlerine duyarlilik gésterdiklerinden, bu islem kolayhkla
yine metabonat olarak tayin edilebilecek bazi bozunma triinlerinin ta-
~yinine yol agabilir (22,23). Bu olay, nétral ve asidik maddelerle bazik
maddelere gore daha az vuku bulur. Cogu bazik ilac maddelerinin, pri-
mer N- oksitlenmis metabolitleri pH degisimlerine hassas olup eks-
traksiyon esnasinda izomerizasyon ve kimyasal bozunma meydana ge-
lebilir. Ekstraksiyon islemi i¢in saf halde olasi metabolitler, denatiire
mikrozomal preparatlar ve ekstaksiyon solventleri ayrica fosfat tamponu
¢ozeltisi, pH metre, bir HPLC sistemi, 10 mL'lik lik kapakl: tiipler, en az
3000 rpm devir yapabilen bir banko santrifiijii ve mikropipetler gerekir.
Ekstaksiyon igleminden ¢nce bir HPLC sistemi ile madde ve external
veya intarnal standarti ayirmak gerekir. Once en az 5 farklhi kon-
‘santrasyon olmak lzere, madde ve standartin bilinen konsantrasyonlan
ile alinan kromatogramlardan elde edilen pik alanlarimin oran: ile ha-
zirlanan kalibrasyon egrisi diizenlenir. 10 mL'lik kapakl santriifiij tiip-
leri en az ikili paralel halde hazirlanir. Bu tiiplere 2 mL fosfat tamponu,
1 mi denatiire edilmig biyolojik sistem ve miktar1 belli madde soliisyonu
konur. Bu durumda miktan belli internal standart koyma durumunda
bu standardin énceden iyi ekstrakte edildigini bilmek gerekir (internal
standart). Her tiip 1 defa 5'er ml lik degisik solventlerle ekstrakte edilir.
Bu esnada 1 ila 2 dakika vortex tip karistinicist ile ve sonra 10 ila 20 da-
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kika siireyle her seferinde en az 10 ila 20 adet kapakh deney tiipiini
alabilen ve 60°C lik bir agiyla salinim hareketi yapabilen bir cihaz ile ka-
nstinlma saglamir. Tip igerikleri, normal olarak 5-10 dakika 3000 rpm.
de santriifij edildikten sonra organik faz, pastér pipetleri ile temiz ka-
pakl tiiplere gekilir. Substrat ve metabolitlerini iceren organiz faz bir su
banyosunda miimkiin olan en diisiik temparatiirde, baz1 durumlarda sa-
dece azot gaz1 altinda ¢ok az miktarda siv1 kalacak ekilde ucurulur. Boy-
lelikle tek bir 5 mL' de en yiiksek verimi veren solvent bulunur. Baz
maddelerin kuvvetli hidrofilik 6zelliklerinden dolay: her tiip icerisine 1 g
civarinda NaCl ilave edilerek sudaki ¢oziiniirliikleri azaltihir. Bazen 1 M
0.5 mL HCI veya 1 M 0.5 mL NaOH séliisyonlar: ile pH degistirilerek
madde suda ¢éziinemeyecegi non - iyonize duruma getirilir. Ancak ¢ogu
metabolitler bu pH araliklarinda bozunabilirler (Ornegin  hid-
roksilaminler bazik ortamda nitronlara, nitronlar da asid ortamda al-
dehitlere dekompoze olurlar). Aminofenoller ve 3-substitue piridin-N- ok-
sidlerinin ekstraksiyonunda ¢éziinen metabolitlerin ¢oziiniirligini
azltmigtir. Bu nedenle pH deZisimlerinden miimkiin oldugunca ka-
gnmak gerekir. Bundan sonra sadece bu solventi kullanarak kag defa
S'er mL lik ekstraksiyonla verimin artacag bulunur. Sonunda kag kez
5'er mL lik ekstraksiyon yapilacagina karar verilir ve bu tiim metabolik
deneylerde kullanihr (11, 13, 14).

4. Biyolojik sistemin (karaciger mikrozomal preparatinin)
hazirlanmasi ve gerekli ko-faktdrlerin tespiti

la¢ metabolizma aragtirmalarinda bilgiler, canh deney hayvanlan
dzerinde yapilacak in vive testlerle elde edilebilecegine ragman cesitli
durumlarda destekleyici bilgiler edinebilmek amaciyla in vitre deneyler
gerekir (16,17). Baz1 arastireilar igin ilgi alam bir bilesigin metabolik
driinleri oldugu halde, ¢ogu olayin enzimatik yoniini arastirmay: hedef
alir. Metabolik yol kompleks ise, in vive caligmalarla primer me-
tabolitler gézlenemez. Bunlan eliminasyon iirtinlerinden saptamak ta
her zaman mimkin olmayabilir. In vitro deneyler primer me-
tabolitlerin tespitine ve in wvivo olarak hangi metabolitlerin aras-
tirllmas: gerektigine 1g1k tutar. Ayrica insan dokusu ile ¢alismalar, in-
sanda olusacak muhtemel metabolitler hakkinda gostergler verir. In
vitro deneyler enzimolojik arastirmalara imkan verir. Ayrica viicuttaki
en énemli metabolizma yerini agiga ¢ikartir. Ancak bir doku in vitro
olarak maddeyi metabolize ediyorsa bu doku, her zaman in vivo olarak
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pilesigin metabolizmasinda katkida bulunacak anlamina gelmez In
) gahsmalaﬂa, ¢ok kisa 6miirli ve bozunmadan eliminasyonlar im-
vltroz olan metabolitlerin olugum yollar1 ve iretilme oranm saptanir. -
k:,;fn":l Zim agga gikartibir ve aktivitenin indiklenip indiklenmeyecegine
gili enverilebilif ( 16,17). En vzun zamandan beri tayin edilmis olan in
kf.uar metabolik teknik, izole edilmis organ perfiizyonu olup ilk defa ka-
vttl"? rle yapilmistir. Daha sonra doku pargalan ile ve ayrica akciger,
rac1gek ve karaciger hiicreleri, eritrositler ve lemfositler gibi izole hiic-
barsa"zerinde in vitro c¢alismalar yapilmistir. Bu teknikler bilesikierin
reli;;lizma yollanimi ve oramimi tayin etmede faydal bilgiler sag-
mz lan halde, ilgili spesifik enzimlerin arastirilmasinda uygulama
la 1131" Kisithdir. Ayrica, uzun zaman, teknik deneyim ve pahali aletler
alanktirdiklerinden bu problemler, bugiin en ¢ok kullamlan ve hiicre alt
gerisiyonlarlm kullanan spesifik tekniklerin uygulanmas: ile azal-
me@tlr- hiicre fraksiyonlarimi  kullanan spesifik  tekniklerin  uy-
Janmast ile azaltilmigtir. Hiicre alt fraksiyonlan, santrifiij teknikleri
.gu izole edilen ‘sitosol, mitockondri, nukleus ve mikrozomal frak-
11‘8 lardan ibarettir. Organellerin arasindaki boyut farkhihklan farkh
Sly(r)irlerle uygulanan santriffijleme iglemleri ile izolasyonlarmi saglar.
dN:krozémal preparatlar, ilag metabolizma deneylerinde kullamlan en
snemli fraksiyonlan teskil ettiklerinden hazirlanmasi hakkinda detayh
hilgi Verilecektir (16,17).

Hepatik Mikrozomal fraksiyon, karma fonksiyonlu oksidazlar, fla-
vin  igeren monooksijenazlar, epoksit hidrolaz;y, UDP - glu-
kuronmransferazlarl, deasetilaz ve esteraz enzimlerini tasiyan karaciger
mikrozoma} fraksiyonudur (16,17,22,23). Bu islevden sorumlu enzimler,
- omli dlgiide viicuta ksenobiyotikieri metabolize eden en énemli organ
0?:{} karacigerin hiicrelerindeki endoplazmik retikulumda (E.R. bu-
0 arlar. E. R icerisinde mikrozomlan tasir. Izole edilecek mikrozomlar
1;; A fosfolipid, protein ve gogu elektron transport sistemleri ile ilgili
nzj];] sistemlerini igerirler. Bunlar ¢esitli sitokrom P450 izoenzimleri

?24) ve mikrozomal flavin iceren monooksijenazlardir (MFMO) (25). Ste-
coidlerin, yag asidlerinin ve ksenobiyotiklerin metabolizmasim  yii-
itiirler. Aktiviteleri i¢in reditklenmis adenin dintkleotid fosfat
W ADPH), molekiiler oksijen ve magnezyum iyonlarina gereksinim du-
arlar. NADPH 'in gérevi mikrozomlarda bulunan ve oksijen ile aktif bir
zksijeﬂ ara uriinil yapan ve bunu substrata transfer eden bir komponenti
redﬁklemektir- Bu sisteme karma fonksiyon oksidaz (MFO) denilir. bu
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reaksiyon esnasinda bir atom oksijen substrata diger atom ise suya gider
(11):

NADPH+A+H —> AHZ + NADP
AH2 + 02 —> AKTIF O2 KOMPLEKSI

AKTIF O2 KOMPLEKSI + SUBSTRAT — > OKSIDE OLMUS
SUBSTRAT + A + H,0

NADPH + 02 + SUBSTRAT ——> NADP + OKSIDE OLMUS
SUBSTART + HQO

A = Mikrozomal komponentin okside olmus sekli
AHy = Mikrozomal komponentin rediiklenmis sekli

Cogu metabolizma reaksiyonlarinda NADPH gereksinimi ol-
dugundan bu madde inkiibasyon ortamina direkt ilave edilebilir, ancak
cogu kez pahali oldugu i¢in asagidaki esitlige gore kimyasal olarak sen-
tezi saglanir (16,17) :

G - 6 - P dehidrojenaz }
G-6-P+NADPH—======== > 6. PG+ NADPH + H*

Mg+2

G-6- P =Glukoz - 6 - fosfat

NADP = Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat

6-PG =6 - fosfoglukonolakton

NADPH = Rediiklenmis nikotinamidadenindinukleotid

(Magnezyum iyonlar: G - 6 - P dehidrojenaz enziminin esansiyel

kofaktorudiir.)
Karaciger Mikrozomal Preparatlarinin Hazirlanmast

Mikrozomal preparatlar; sigan, kobay, tavsan, kedi, kopek, may-
mun gibi deney hayvanlarinin karacigerlerinden hazirlanabilirler. Deney
hayvanlarini kurban etmeden 24 saat 6nce sadece su verilmelidir. Hay-
vanlarin bu sekilde a¢ birakilmasi glukojen seviyelerini azaltarak sant-
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s toknikleriyle izolasyon esnasinda mikrozom kaybini ¢nler. Hayvan

ﬁ.u tfe.,ncesi eger bir anestezik kullamhyorsa bu madde enzimatik ak-
’ ml. otkilememelidir. Karaciger gikartildiktan sonra tiim islemler buz
tivm.ayl ’ apilmali, tim cozeltiler ve malzemeler soguk sartlarda tu-
ﬁzermd;lry {lk karaciger homojenat: 0.25 M izotonik sukroz soliisyonu
nde .yaplllr. karaciger 30 - 60 saniye en iist hizda homojenize edil-
. uo bu islem miimkiin oldugunca ¢abuk yapilmahdir. Bu islemden
meli v flon uglu bir cubuk ve bu ¢ubugun girebilecegi bir cam tiipten
sonra tel ile homojenizasyonu saglayan bir dizenegin yardimiyla ho-
OIu?anbi. kangim saglamir. In vitro metabolizma aragtirmalannda has-
mo‘]er.l ;erazi elektrikli homojenizator, pastir pipetleri, 3000 rpm devire
sas DIf kabil’en bir banko santrifiji, 15500 rpm devire kadar ¢ikabilen
kafl o ‘;]11 bir santriifilj, 10 mL lik kapakli cam tiipler, buz paketleri ve -
Sogutmakadar inebilen sogutucu bir depo gerekir. Mikrozomlar, doku ho-
70".(3 yet]arm‘ n post - mitokondriyel supernatantlarimin yiksek devirde
mojent ) santriifijlenmesiyle de hazirlanabildikleri halde bu ytntem
(14000 fnan aldigr ve pahal bir ultrasantrifiij cihazi gerektirdigi igin bir
uzul? ZE syon yapilmis ve simdi kalsiyum iyonlar1i varhginda en-
modif aik retikulum (ER) fragmentlerinin miiteakif santrifijjine da-
dOplazril,;’; digiik devir ve az zaman gerektiren bir yontem olan " Kal-
! Kloriir ¢okeltme metodu” ile mikrozomal preparatlarin
masi tercih sebebi olmustur ( 16,17,25).

igerisi

hazirlan
Bu yoniem icin gerekli soliisyonlar

% 0.9 NaCl (9 gram / L); 0.25 M sukroz ( 256.8 gram / 3L), 80 mM

ol { 19.3 g/L), 0.15 M KCI (2.796 g/250 mL) ve 0.2 M, ve pH 7.4 fos-
Ca Qmpoﬂu- Tamponun hazirlanmasi igin NagPHO4.2H,0 (28.6 g) ve
fat ti;’O (5.4 g) su ile 1L ye tamamlamr. Tampon soliisyonun pH 7.4 ol-
ﬁg r %,e pH ayar1 H3PO 4 ile, son hacme tamamlanmadan énce yapilir.

Deney hayvanlarmin karacigerleri ¢ikartilip bir beher igerisinde %
0.9'uk NaCl soliisyonunua konur. Siizgeg kagitlan arasinda hemen ku-
L an Ve kanindan uzaklagtirilan karaciger tartihp, daha énce so-
{utulf:nus ve icerisinde hesaph miktarda sukroz soliisyonu bulunan bir
" enizator kabmna ince par¢alara keserek miimkun oldugunca ¢abuk
homd ktanhir. 1 gram karaciger icin 3 mL sukroz ilave edilir. Elektrikli
01aral'( aizatiirde yapilan homojenizasyonu el homojenizasyonu takip
homojéz ilk homojenat; 10500 rpm de, niikleus, mitokondri, hiicre debrisi
e:e;’o Julmamusg hicre partikiillerini uzaklastirmak amaciyla 30 dakika
v
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santriifiij edilir. Bu deneylerde santriifiij, deneylere baglamadan en az 2
saat once 4 °C ye sogutulmahdir. Santriifiijleme sonucu iistte kalan siv1
postmitokondriyel supernatant olup bu mikrozomlar: ve hiicrenin ¢6-
ziinebilen fraksiyonlarim igerir. Tiipte kalan pellet ise niikleus, mi-
tokondri, hiicre debrisi ve bozulmamsg hiicre partikiillerinden ibarettir.
Supernatant bir meziire alinir ve hacmi §lgiiliir. 9 mL supernatant igin 1
mL CaCl, ilave edilir ve el homojenizatérii ile iyice kanstinhr. 5 dakika
ER fragmentinin agregasyonu igin bekletilir. Kanigim 15500 rpm de 15
dakika santrufuj edilir. Santrifuj sonunda olusan pellet, 0.15M KCI so-
lisyonunda stispande edilir. KCI soliisyonunun miktar, ilk supernatant
ve kullamilan CaCl, soliisyonunun toplam miktarlari kadardir. Bir el ho-
mojenizatériinde iyice kangtirdiktan sonra bu homojenat 15500 rpm de
15 dakika sntriifiijlenir. Boylece CaCl, ve proteinlerin fazlasi gikartilmig
olur {(yikama safhasi). Santriifiij sonras: ele gegen pellet yikanmig mik-
rozomlar: kapsar. Bu pelletier 0.2M pH 7.4 fosfat tamponu ve gliserol ila-
vesi ile yine el homojenizatriinde iyice karigtirihr. Son mikrozomal so-
lisyonun miktar soyle hesaplanir. 1 gram baslangi¢ karacigeri i¢in 2 mL
soliisyon gerekmektedir. Bu soliisyonun % 20 si gliserol olacak sekilde
hesaplanir. Bu sekilde hazirlanan mikrozomal preparatlar 2 mL'de 1
gram orijinal karaciger ihtiva ederler ve - 70 °C'de saklamirlar. Ge-
nellikle daha sonra kulanmak amaciyla fazla miktarda mikrozomal pre-
parat hazirlanmasina gerek duyuldugu igin antioksidan etki yapan gil-
serol ilave edilir. Bu madde mikrozomal enzamlerin zamanla aktivite
kaybini engeller. Ayrica bazen de 1 gr / 1mL kopsantrasyonunda mik-
rozomal slspansiyon hazirlanarak kullanmadan evvel dilusyon ya-
pilmasi da mimkindiir. '

Standart kofaktor karistmlar:

Aromatik hidroksilasyonlar, oksidasyon ve rediiksiyon re- .
aksiyonlarn agagida bir 25 mL'lik inkiibasyon erleni i¢in standart mik-
tarlan verilmis olan kofaktor karmgimlarmi gerektirirler. Bu kangsim,
NADPH gerektiren metabolik reaksiyonlarda bu ‘maddeyi olusturmak
amaciyla ku]lamlar( 16,17,26) :

NADP disodyum -1.57 mg ‘ (2 pmol )
G-6-Pdisodyum -3.04 mg (10 pmol)
G - 6 - P dehidrojenaz- 1.40 pL ( lunite )
MgCly (% 50a/a) -8.00 uL (20 umol )
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Yukaridaki maddeler yine 1 inkiibasyon erleni icin 2 mL fosfat
tamponunda gézilerek inkiibasyondan hemen hazirlanirlar. Bunlardan,
bu standart karigim igerisinde bekletildigi taktirde ¢ok ¢abuk deaktive
olabilen G - 6 - P dehirojenaz enzimi ise 6n inkiibasyondan hemen énce
ko-faktor soliisyonuna ilave edilir. Tim ko-faktérler 37°C'lik su ban-
yosunda 5 dakika inkiibe edilirler ve bu sekilde " On Inkiibasyonla”
NADPH iiretimi saglamr.

5. Biyolojik sistemle reaksiyon ( Inkiibasyon)

Bir inkibasyon erleni bagina standart inkubasyon ortamna ilave
edilecek substrat miktar: normal olarak 5 umol' dur ( 50 uL solvent ice-
risinde). Substart: ¢6zmek igin en ideal solvent su oldugu halde suda ¢6-
ziinebilirligin mimkiin olmadig durumlarda, metanol, 2 - metoksietanol
ve dimetilsulfoksit de ¢éziicii olarak kullanilabilir. normal olarak, in-
kiibasyon ortamina konulacak mikrozomal preparat miktan erlen bagina
1 mL ve ko-faktér soliisyonunun miktan ise 2 mL'dir. Bu deneylerde test
erlenlerinin yaninda kontrol erlenleri de diizenlenir. Deneyler istatistiki
hatalarin énlenmesi veya olusabilecek kayiplar agisindan en az ikili ve
ideal olarak ig¢lii paralel deneylerle yiritilmelidir.

) En basit bir metabolizma deneyinin protokolu, asagdaki tabloda
gorildiga gibi diizenlenir ( 16,17) :

ERLERLER SUBSTRAT MIKROZOM  KOFAKTOR

TEST + + +
KONTROL 1 + TAMPON TAMPON
KONTROL 2 + + TAMPON
KONTROL 3 + TAMPON +
KONTROL 4 + DENATURE¥* +
KONTROL 5 - + +

* Mikrozomlarin denatiirasyonu, mikrozomal preparatlar kaynar su banyosunda 5

- 10 dakika tutarak saglanir.

Kontrol denemeleri olugsan metabolitlerin enzim ve ko - faktérler
geriktirip gerektirmedigini anlamak yani olaymn enzimatik veya kim-
yasal olarak sonuglandigin agiga ¢ikartmak agisindan elzemdir. Bir me-
tabolit kontrol deneyleri ile de saptanmis ise kimyasal olarak olustugu
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belirtilir. 6n inkiibasyondan hemen sonra miimkiin oldugu kadar ¢abuk
bir sekilde mikrozomal preparat ve substrat, uygulanan protokola gire
inkiibasyon erlenlerine mikropipetler ile ilave edilir. Normal olarak, 37
°C "lik ¢alkalayici bir su banyosunda (Inkiibator) yarim saatlik bir in-
kiibasyona tabi tutulurlar. Cegitli hayvan tirleri arasida hatta ayr: tir-
ler arasinda enzimatik farkhliklar bulunabileceginden, deneyler farkh
deney hayvanlarinda tekrarlanmahdir. Metabolitler bu sekilde kalitatif
olarak saptandiktan sonra hangi hayvan tiirlerinde rastlandiklan tablo
halinde rapor edilir.

8. Biyolojik sistemden ekstraksiyon, evaporsayon ve

kromatografik ayirim

Inkiibasyon sonucunda degigmeyen substrat ve metabolitlerini ice-
ren inkiibasyon erlenleri derhal bir buz paketi igerisindeki 10 mLlik ka-
pakl: tiiplere aktarilir ve daha énce tespit edilmis uygun ekstraksiyon so-
ventinin ilavesiyle enzimatik reaksiyonun durmas: saglanir. Daha 6nce
belirtilen n ekstaksiyon islemleri takip edilerek evaporasyon iglemi so-
nucunda metabolik ekstakt elde edilir. Ekstarktlara uygun miktarda (ge-
nellikle TLC ig¢in 50 uL, HPLC igin 200 pl) ¢bziici ilave ederek kro-
matografik sistemlere uygulanir,

7. Metabolitlerin teshis ve identifikasyonlanr

Kromatografik takniklerle analiz sonrasi standart metabolitlerle
metabolik reaksiyon sonrasi olusan metabolitler ayni refensiyon za-
manlarm ve Rf x 100 degerlerini verseler dahi bu bulgular, metabolitin
identifikasyonu igin tam bir kriter clamayabilir. Bu metabolit, muh-
temelen standartlarla aymi kromatografik ézelligi gosteren bagka bir yap
da olabilir. Bu nedenle olusan metabolitin yapisi; standart maddelerle,
UV, IR, NMR, MASS degerleri ile karsilastinlmalidir. Ayrica preparatif
kalin tabaka kromatografisi ile metaolik ekstrakttan izole edilen veya
HPLC'den piklerin geldigi and mobil fazin toplanmast ile izole edilerek
uygun ekstraksiyon teknikleri ile sulu mobil fazdan organik bir faza al-
narak elde edilen minimum miktarlardaki metabolitler, Mass analizine
gonderilerek ya da UV spektrumu alinarak standartlarla kar-
silastirilabilirler. Bugiin, Mass ve Uv teknikleri, kromatografik tek-
niklerle tek bir sistemde kombine edilmis olup GC - MS, HPLC - MS ve
HPLC - UV teknikleri halinde ayni anda ayinm ve yap1 tayinine imkan
veren son derece hizh ve giivenilir yéntemler olarak metabolizma aras-
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tirmalarinda kullamilmaktadir (14, 16, 17, 20, 21).
8. Bilinmeyen metabolitlerin teshisleri

Metabolik deneyler sonucunda énceden disiiniilen metabolitlerin
haricinde yapilar sikhkla ortaya ¢ikabilir. Bu metabolitleri tayin et-
menin birinci yolu bunlan yeni bir varsayimla sentez etmek oldugu
halde ¢ogu kez yukarida anlatilan indirekt analizlerle yapilari hakkinda
bilgi edinmek miimkiin olabilir.

9. Ara metabolitleirn inkiibasyonu

Metabolik yollar: ve olusum mekanizmasim1 kamitlamak i¢in me-
tabolitler tzerinde de metabolizma ¢ahgmalar yapihir. Ornegin, bir hi-
potezde; eger bir A substratimin, bir primer B metaboliti iizerinden bir C
metaboliti olusturudugu varsayihyor ve bu olayin mekanizmas: arag-
tinhyorsa ve eger bu B metaboliti substrat olarak kullanilarak, in-
kiibasyonu sonrasit C metabolitini veriyorsa bu hipotez bu ¢alisma ile ka-
mtlanmig olur.

10. Kantitatif testlerle metabolitlerin miktarlarimin tayini

Metabolik reaksiyon sonucu olusacak metabolitlerin miktarlarim
tayin etmek ic¢in standart metabolitlerin en az 5 farkh kon-
sanstarsyonlari, ayrica 1'er mL denatiire mikrozomal preparat, 2 mL ko-
faktor soliisyoriu ve internal standart solﬁsyoﬁu 25 mL'lik inkiibasyon er-
lenlerine ilave edilir. Normal inkiibasyon islemi uygulandiktan sonra,
her bir erlen igerigi kapakl: ekstraksiyon tiiplerine aktanlr. Eks-
traksiyon ve ugurma iglemi sonras1 HPLC'ye injekte edilirler. Sonucta
bir kalibrasyon grafigi diizenlenir ve bu grafik tim metabolik deneylerde
olusan metabolitlerin mikarlarini tayin etmede kullanihir. Bundan sonra
~-yapilan metabolizma ¢aligmalarinda da aym sekildev ayn: miktarda in-
ternal standart, inkiibasyondan hemen sonra ilave edilir. Daha sonra
elde edilen pik alanlari oranlarindan metabolitin miktar: tayin edilir
(14,15,19).

11. fla¢ metabolizma ¢alismalarinda baz parametreleri
degistirerek sonuglardaki farklihigim incelenmesi :

Cesitli faktorler ilaglarin in vitro metabolizamsini etkiler. Bun-
lar tiir ve cins farkliliklary, biyolojik preparatin cinsi, pH, temparatiir, in-
kitbasyon siiresi, ko-faktér ve substrat konsantrasyonu, enzim (mik-

e e S . S e e e e 5 e
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rozomal protein) konsantrasyonu ve diger substratlarin ve kimyasallarin
varhgidir. Bu parametreleri degistirmek suretiyle optimum in vifro
sartlar1 bulmak ve ¢alisma altindaki ¢zel enzimatik rekasiyonun enzim
kinetik sabitesini hesaplamak miimkiin olur. Bulunan bu optimum ko-
sullan kullanmak suretiyle kinetik ¢aligmalara gecilir.

12, Enzim indiiksiyonu ve enzim inhibisyonu

Indiiksiyon yapici ajanlar, ilgili enzimin sentez oraninda bir artig,
inhibitér ajanlar ise bir azalig yaparlar (16,17). Bu deneylerde substrat,
ilgili enzimi indiikleyen spesifik bir kimyasalla muamele edilmis deney
hayvanlarinin karacigerlerinden hazirlanmg mikrozomlarla inkiibe edi-
lirse ve metabolit seviyelerinde artma goriiliirse, metabolik yolun bu en-
zimden sorumlu oldufu soylenebilir. Ornegin Fenobarbital, 3- me-
tilkolantren ve Araklor 1254; kilogram basgina sirasiyla, 80 mg, 40 mg ve
500 mg olarak verilirler. Fenobarbital ve araklor 1254 ile deney hay-
vanlar1 5 giin muamele edilip, 5. gtn karaciger gikartildign halde, bu
islem 3- metilkolantren i¢in 48 saat sonunda yapilir. Laboratuvarda sik
kullamlan inhibitérlerden SKF 525 A (2- dietilaminoetil - 2,2 - di-
fenilvalerat HCI) ve Karbon monoksit, sitokrom P450 enziminin in-
hibitsrii olduklari halde ; Metimazol, FMO tipi enzimlerin inhibitéradir.
DPEA ( 2,4 -dikloro -6 - fenilfenoksietilamin) ise hem P450 hemde FMO
enziminin inhibitridir. Inhibitérler, reaksiyon ortamina inkobasyon es-
nasinda katilirhr, kullanmilan miktarlan 1073 ila 10 M kadardir (16,17,

SONUG

Metabolizma alaninda yapilacak arastirmalardan elde edilecek bil-
giler, organik molekiillerin yagayan organizmaya ve ayrica organizmanin
maruz kaldigr organik molekiillere yapti$1 degisiklikleri kavramamzi
saglayarak emin olarak kulalnilacak kimyasal ila¢ haricindeki diger kse-
nobiyotiklerin insan sagh@ina kars1 yaratacag riskler de minimuma in-
dirilecektir. Metabolizma sonunda bir kimyasalin gerek farmakolojik ge-
rekse toksikolojik aktivasyon veya bunun ziddi olarak inakitivasyon
gostermesi sz konusu olduguna gore, ilag maddesi olarak kul-
lanilabilecek metabolitlerin saptanmasi yeni ilaglarin gelistirilmesine yol
acabilir. (Sekil - 5). Bunun bir benzeri olarak, kendileri farfnakolojik yon-
den aktif olmayip, metabolitleri aktivite gosteren " pro - drug” denilen
maddeler, ilag metabolizma arastirmalarinin en 6nemli hedefini
olugtururlar. Ayrica kimyasallarin, metabolik aktivasyonla istenmeyen
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Sekil - 8 : Metabolizma sonucu substratin ugrayabilecedi etki degisiklikleri.

farmakolojik ve toksikolejik etkiler yapan metabolitlere dontistiiklerinin
saptanmas: (Sekil 5) ile ya bu grup maddelerin kullanimlarinin ya-
saklanmas, istemli veya istemsiz maruziyet sézkonusu ise minimuma
indirilmesi ve son olarak eger konu, arastirma halindeki bir ila¢g mo-

lekili ise istenmeyen metabolik yolu molekiil tizerinde yapilacak mo-

difikasyon ile bloke ederek bu molekiiliin insan saghg igin giivenli ola-
rak kullamlabilmesi saglanabilecgktir (27, 28).
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