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Ozet

Mevcut arastirma; isvicre Esmeri (IE), Holstayn (HOL), Simental (Si) ve Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) irki ineklerde prob ilac olarak
debrizokin (DEB) kullanilarak sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) enzim aktivitesinin fenotipik belirlenmesi amaciyla yapildi. Calismada
her irktan 15 adet olacak sekilde toplam 60 adet inek kullanildi. ineklere DEB, 0.5 mg/kg dozunda uygulandi. Uygulamayi takiben
12 ve 24. saatlere kadar cikarilan idrar &rnekleri toplandi. idrar érneklerinde DEB metabolik oranlari (DMO) ve DEB rekoveri oranlari
(DRO) hesaplandi. 12. saat DMO degerleri DAK irki ineklerde diger irklara gére anlamh sekilde yiksek olarak bulunurken (P<0.01),
DRO degerleri DAK irki ineklerde diger irklara gére anlaml sekilde diisiik tespit edildi (P<0.01). DAK irki ineklerde CYP2D6 enzim
aktivitesinin fenotipi zayif metabolizer (ZM) olarak degerlendirilirken; iE, HOL ve Si irki ineklerde ise yaygin metabolizer (YM) olarak
degerlendirildi. Sonug olarak; ineklerde in vivo CYP2D6 enzim aktivitesi fenotipinin belirlenmesinde prob ila¢ olarak DEB'in 0.5 mg/
kg dozunda uygulandiktan sonra 12. saatte kadar alinan idrar 6rneklerinin kullanilabilecegi ifade edilebilir. Ayrica, DAK irki ineklerde
CYP2D6 slibstrati olan ilaglarla tedavi uygulanmasinda bu ilaglarin daha yavas metabolize olacad, viicutta kalis ve etki stirelerinde artis
olacagi sonucuna varilabilir.

Anahtar sézciikler: CYP2D6, inek, Debrizokin, Fenotiplendirme

Phenotyping Determination of in vivo CYP2D6 Enzyme Activity
Used as A Probe Debrisoquine in Swiss Black, Holstein,
Simmental and Eastern Anatolian Red Cow Breeds

Summary

In the current study was carried out to determine phenotyping of in vivo CYP2D6 enzyme activity used as a probe debrisoquine
(DEB) in Swiss Black (SB), Holstein (HOL), Simmental (SI) and Eastern Anatolian Red (EAR) cows. In the study, totally 60 cows, fifteen
cows from each breed, were used. DEB was application at 0.5 mg/kg. Urine samples were collected throughout 12. and 24" h after
DEB application. The metabolic (DMR) and recovery (DRR) rates of DEB in urine samples were calculated to evaluate the in vivo
activity of CYP2D6 enzyme activity. The DMR value of EAR at 12" h were significantly higher than those others (P<0.01) while this
value significantly lower in EAR compared to that of others (P<0.01). The phenotyping CYP2D6 enzyme activity of EAR at 12" h was
considered as poor metaboliser (PM) while this phenotype was extensive metabolizer (EM) in SB, HOL and SI cows. In conclusion, it
can be considered that urine samples taken at 12" h after DEB administration at dose of 0.5 mg/kg as probe can be used to determine
in vivo phenotyping of CYP2D6 enzyme activity in cows. Besides, in implementation of treatment with drugs that are substrates of
CYP2D6 in cows, it can be concluded that these drugs will be metabolized more slowly, and the duration time of body and effect
durations of action will be increased in EAR cows.
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GiRiS

Ksenobiyotik-metabolize eden enzimler, steroidler ve
safra asitleri gibi belli endojen bilesiklerin oldugu kadar
hayvan viicuduna giren kimyasallarin da detoksifikasyonu
ve biyoaktivasyonunda 6nemli bir rol oynarlar '. Sitokrom
P450 enzim grubu ince bagirsak, karaciger ve diger doku-
larda bulunan, bir stibstrat icine molekiler oksijenden bir
oksijen atomunun birlestirilmesini katalize eden, ¢ok sayida
ilag ve ksenobiyotik stibstansin biyoaktivasyonu ve detok-
sifikasyonunda kilit rol oynayan monooksijenazlarin bir
stiperfamilyasini temsil eder #*. Biyotransformasyon enzim-
lerinin aktiviteleri esas olarak ilag ve diger ksenobiyotiklerin
ya farmakolojik ya da toksikolojik tesirlerini etkiler °. Meme-
lilerde, sitokrom enzim stiperfamilyasinin ¢cogu uyeleri temel
olarak expresedir; ve diyet, cinsiyet, tir, fizyolojik durum
ile ksenobiyotiklere maruziyet gibi bir cok faktor onlarin
ekspresiyonunu ve/veya metabolik aktivasyonu degistirile-
bilir . insan ve rodentlerde CYP450 enzim aktiviteleri icin
kullanilabilir genis veritabanin aksine veteriner hekimligin-
deki hayvan tirleri (sigir, koyun, keci, kopek vs) ile ilgili
veriler cok yetersizdir 3.

ilac-ilac etkilesimleri acisindan énemli bir sitokrom izo-
formu olan CYP2D6, bitiin ilaglarin yaklasik %30'unun
metabolizmasindan sorumludur *ve genetik varyasyonlari
ilac metabolizmasi, farmakokinetikleri ve farmakodinamik-
lerinde 6nemli bireylerarasi degiskenliklere sebep olabilir ©.
CYP2D6 son derece polimorfik oldugu icin farmakogenetik-
lerin model 6zelliklerinden biri haline gelmistir ve anti-
depresanlar (mianserin, nortriptilin ve venlafaksin), néro-
leptikler (levomepromazin, perfenazin, risperidon ve tio-
ridazin), antiaritmikler (enkainid, flekainid, propafenon ve
spartein), beta-blokorler (metoprolol, propranolol ve timolol),
antihipertansifler (debrizokin, indoramin), dekstrometorfan
ve kodein dahil olmak (izere terapotik olarak kullanilan
ilaclarin genis bir kisminin metabolizmasindan sorumlu-
dur 78, GUnumizde, insanlarda CYP2D6 ila¢c-metabolizma
aktivitesinde bireylerarasi ve irklararasi degiskenlige yol
acan CYP2D6 geni icin 90'dan fazla allelik varyantlari iden-
tifiye edilmistir °. Bireylerde CYP2D6 aktivitesi bozuldu-
gunda veya eksildiginde CYP2D6 tarafindan metabolize
edilen ilaglarin standart dozlari advers ilag reaksiyonlari
veya terapotik basarisizlik riskini artirabilmektedir °. in vitro
ve in vivo CYP2D6 aktivitesini belirlemek icin uygun fenotip
problarinin kullanimi, ilag bulma ve gelistiriimesinin daha
iyi olmasi ve bireysel tedavi basarisi icin dnemli olabilir 510
1970’lerde debrizokin/spartein oksidasyon polimorfizminin
kesfinden beri cesitli etnik gruplardaki farmakogenetik
etkilerini arastiran cok sayida calismalar yapilmigtir '2,

CYP2D6 tarafindan secici olarak metabolize edilen
spesifik stibstratlar, metabolik aktivitenin degerlendirilmesi
icin siklikla kullaniimaktadir. Spesifik stibstrat ve onun meta-
bolitinin viicut sivilarindaki konsantrasyonu (metabolik oran)
bireysel sitokrom aktivitesinin dl¢tilmesi icin hizmet eder *.
CYP2D6 i¢in uygun suibstratlar DEB, bufuralol, tramadol,

dekstrometorfan, metoprolol ve sparteini icermektedir ',
DEB metabolizma tarafindan yaygin olarak elimine edilir.
CYP2D6 tarafindan katalize edilen 4 pozisyonundaki
hidroksilasyon tamamen idrarla atilan 4-OH DEB olusumu
ile sonuglanir '>. Bu kapsamli hidroksilasyon genetik olarak
kontrol edilir ve popitilasyonlarda YM ve ZM gibi mevcut iki
fenotip olarak goriilmektedir . CYP2D6'nin in vivo aktivitesi
tek bir per oral doz debrizokin uygulamasindan sonra 6-8.
saatlerde toplanan idrardaki DRO (DRO=4-OHD/D+4-OHD)
veya DMO (DMO=D/4-OHD) hesaplanarak degerlendiri-
lebilir. DMO parametresi, siklikla klinik calismalarda kulla-
nilmasina ragmen in vivo CYP2D6 aktivitesinin linear bir
Olcimuni temsil etmez. DRO, CYP2D6 aktivitesi ile oran-
tiidir ve 4-OH DEB olusumu ile daha iliskilidir. 0.12'den
daha diisiik DRO veya 12.6'dan daha bulyik DMO'li bireyler
ZM olarak dikkate alinir 1718,

Yapilan literatlir incelemelerinde bugiine kadar sigir
irklari arasinda in vivo CYP2D6 enzim aktivitesinin fenotipik
belirlenmesi ile ilgili bir calismaya rastlanilmamistir. Bu
calismanin amaci prob olarak DEB kullanilarak iE, HOL, Si
ve DAK irki ineklerde CYP2D6 enzim aktivitesinin fenotipik
belirlenmesi ve irklar arasinda bu enzim aktivitesi bakimin-
dan polimorfizmin olup olmadigini ortaya koymaktir.

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar

DEB stilfat, 4-OH DEB ve sodyum hidroksit Sigma (St Louis,
MO, USA) sirketinden temin edildi. HPLC-gradeli asetonitril
Merck'ten (Darmstadt, Germany) satin alindi. Analitik gradeli
diklorometan, izopropanol ve sodyum asetat Merck’ten
(Darmstadt, Germany) temin edildi. Mevcut calismada kulla-
nilan su ELGA'dan (Bucks, UK) bir Milli-Q sistemi kullanilarak
elde edildi.

Hayvanlar, Deneysel Dizayn ve Ornek Toplama

Calismada klinik olarak saglikli olduklari tespit edilen
ve fenotipik dzellikleri belirlenen HOL (350-400 kg), iE (350-
400 kg), Si (360-420 kg) ve DAK (200-300 kg) irklarindan
18-24 ayhk her irktan 15%er inek olacak sekilde toplam 60
adet inek kullanildi. Hayvanlar ayni sartlarda 1 ay bakim ve
beslenmeye alindi. Hayvanlar bireysel bélmelerde barin-
dinldi ve kuru ot, saman, sigir sit yemi ve arpa tanesi ile
beslendi. icme suyu ad libitum olarak verildi. Bu siire boyunca
hayvanlara herhangi bir ilag uygulamasi yapilmadi. Calisma,
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri ve Etik Kurulunun resmi
onay! (Protokol no: 2007/17) alinarak gerceklestirildi.

Hayvanlara 0.5 mg/kg dozunda DEB siilfat 500 ml serum
fizyolojik icerisinde ¢dzdirildikten sonra bir sonda araci-
ligiyla direkt olarak rumene verildi. Uygulamayi takiben
12 ve 24. saatlere kadar cikarilan idrarlar toplanarak 10-15
ml 6rnek alindi. Alinan idrar 6rnekleri analizler yapilincaya
kadar -20°C'de saklandi.
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Cihazlar ve Sivi Kromatografisi Sartlari

DEB ve 4-OH DEB'in kromatografik analizleri HPLC sistemi
(Shimadzu Corporation International Marketing Division,
Tokyo, Japan) kullanilarak gergeklestirildi. HPLC sistemi; sivi
kromatografi LC-20AT solvent dagitici moduld, SIL-20A
HT oto ornekleyici, DGU-20A5 degazer, RF-10AXL spektro-
flumetrik dedektor ve CTO-20A kolon firnnindan olusturuldu.
Ayrica analiz sonuglarini degerlendirmek icin Shimadzu
LC Workstation LC-Solution kromatografik data sistemi
yazilhimi kullanildi.

Analitlerin kromatografik ayrimlari Inertsil ODS-3 kolon
(5.0 um particle size, 4.6 mm x 250 mm, GL Sciences Inc.,
Tokyo, Japan) kullanilarak gerceklestirildi. Mobil faz 0.25 M
asetat tamponu (pH 5.0) ve asetonitril (9:1, h/h, son pH =
5.4) kullanilarak olusturuldu. Akis hizi 0.7 ml/dakika olarak
kullanildi. Kolon akisi eksitasyon dalga boyu 210 nm (A\ygiag0n)
ve emisyon dalga boyu 290 nm (A,,.,) olarak izlendi. Her

ornek icin toplam analiz siiresi 40 dakika olarak gerceklesti.
Ornek Hazirlama

idrarda DEB ve 4-OH DEB konsantrasyonlari Pereria ve
ark.’ tarafindan bildirilen metoda goére gerceklestirildi.
Ozetle; 400 pL idrar numunesi 80 mg sodyum kloriir
ilavesiyle purifiye edilerek 0.4 M sodyum hidroksit (20
pumol) ilavesiyle pH 9.0 alkanize edildi ve diklorometan:
izopropanol (6:4, v/v) kansimi bir vorteks tlp icinde 1 dak.
karistinllarak ekstraksiyon gerceklestirildi. Ekstraksiyondan
sonra 10 dakika icin 3000 rpm'de santrifiij edildi ve sulu faz
organik fazdan aspirasyonla ayrilarak atildi. Geri kalan orga-
nik faz 10 saniye icin sivi azota daldirilarak organik ekstrakt
temiz ve kuru bir konik tlipe aktarildi. Ekstraktlar azot akisi
altinda 37°C’de su banyosu icinde kurutularak yogunlas-
tirildi. Kurutulmus ekstrakt daha sonra 100 uL mobil fazda
¢6zdiirtldd ve bunun 50 plsi kolon icine injekte edildi.

Istatistiksel Analizler

istatistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows 10.0
paket programi kullanilarak yapildi. Varyans analizi icin en
uygun kareler toplami yontemi belirlendi 2. Gruplarin karsi-

lastinimasi tek yonli varyans analizini takiben grup ici farkli-
liklar Tukey testi ile degerlendirildi. Sonuclar ortalama +
standart hata (SH) olarak ifade edildi ve P<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Hayvanlarda prob ilag olarak kullanilan 0.5 mg/kg do-
zunda DEB siilfat ile ilgili herhangi bir yan etki gdzlenmedi.

CYP2D6'nin in vivo aktivitesini dederlendirmek icin 0.5
mg/kg tek per oral doz DEB uygulamasindan sonra 12 ve
24, saatlerde toplanan idrardaki DMO ve DRO hesaplandi.
Hesaplanan DMO ve DRO degerlerine ait istatistiksel deger-
lendirmeler Tablo 1'de sunuldu. 24. saatte hesap edilen
DMO ve DRO degerleri bakimindan inek irklari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (P>0.05).
12. saat DMO degerleri DAK irki ineklerde diger irklara gore
anlamli sekilde ylksek bulundu (P<0.01). 12. saat DMO
degerleriyle uyumlu sekilde 12. saat DRO degerleri DAK
irkinda diger irklara gore anlaml sekilde diisiik tespit edildi
(P<0.01). DAK irki ineklerde DMO degeri 12.6'dan buyuk
ve DRO degeri de 0.12'den daha kii¢lik oldugundan bu
irklar ZM olarak belirlendi. IE, HOL ve Si irki ineklerde DMO
degerleri 12.6'dan kiicliik ve DRO degerleri de 0.12 den
blyuk oldugundan bu irklarda YM olarak degerlendirildi.

TARTISMA ve SONUC

CYP2D6 enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde bugi-
ne kadar cesitli prob ilaclar kullaniimistir. Bunlar icerisinde
DEB, CYP2D6 ultra hizli metabolizerlerinin belirlenmesinde
kullanilan en iyi prob ilactir 2'. Antihipertansif bir ilag ola-
rak kullanilan DEB farmakogenetik tarihinde bir donim
noktasi olarak gorilmektedir 2. CYP2D6 insanlarda DEB
hidroksilasyonunu katalize eden major enzim olarak tanim-
lanmakta 2 ve CYP2D6'nin genetik degiskenliginde onemli
bir rol oynamaktadir 2. CYP2D6 genotiplenmesi, CYP2D6
enzim aktivitesini degerlendirmek icin yaygin olarak kulla-
nilmasina ragmen CYP2D6 metabolik kapasitesi dekstro-
metorfan, DEB, metoprolol, tramadol, spartein gibi spesifik

Tablo 1. isvicre Esmeri, Holstayn, Simental ve Dogu Anadolu Kirmizisi ineklerde (n=15) 0.5 mg/kg dozunda debrizokin siilfat uygulandiktan sonra 12 ve 24.
saatlere ait idrar debrizokin metabolik oranlari (DMO) ve debrizokin rekoveri oranlari (DRO) ortalama=+SH degerleri

Table 1. The debrisoquine metabolic ratio (DMR) and debrisoquine recovery ratio (DRR) values of urine samples taken at 12" and 24 hours after debrisoquine

sulfate administration at dose of 0.5 mg/kg in Swiss Black, Holstein, Simmental, and Eastern Anatolian Red cows (n=15) (Mean=+SE)

. DMO DRO
Inek Irklari
12. saat 24, saat 12. saat 24. saat

isvicre Esmeri 4.38+0.41° 6.46+0.80 0.20+0.02%® 0.16+0.02

Holstayn 4.56+1.18° 6.25+0.93 0.27+0.03° 0.17+0.02

Simental 6.01+£0.94° 6.21+0.68 0.17+0.02° 0.15+0.01

Dogu Anadolu Kirmizisi 14.41+£1.69° 6.42+0.34 0.08+0.01¢ 0.14£0.01

P Degeri 0.000 0.993 0.000 0.557
ab< Ayni stitundaki farkli satirlar arasindaki fark istatistiksel olarak nemlidir (P<0.05)
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bir ilaci iceren bir fenotipik test sonucunun degerlendi-
rilmesi araciligiyla belirlenebilir 2°. DEB, metoprolol ve
dekstrometorfan in vivo CYP2D6 aktivitesinin degerlendi-
rilmesi icin yaygin olarak kullanilan prob substratlardir .
Ancak, bu substratlar varolan pKa dedgerleriyle (sirasiyla;
11.9, 9.7 ve 8.3) farkli iyonizasyon &zelliklerine sahiplerdir #.
Buna ilave olarak, idrar pH'si 4.5-8.5 degerleri arasinda
degisiklik gosterdiginden bu ilaglarin metabolik oranlari
kullanilarak enzim aktivitesinin tahmin edilmesinde idrar
pH’sina bagimli bobrek klerensi degiskenliklere yol agmak-
tadir. Daha 6nce yapilan calismada ?8 idrar pH'sindaki
degiskenligin dekstrometorfan ve metoprolol'un metabolik
oranlarinda %20 ile %80 arasinda bireylerarasi farklliga
yol actigi bildirilmistir. Ozdemir ve ark.? tarafindan yapilan
bir diger calismada ise, dekstrometorfan ve metoprolol'un
metabolik oranlarinin idrar pH’sina bagh olarak énemli
dizeyde degisiklik gosterdigi ancak DEB'in metabolik oran-
larinin idrar pH degiskenliginden etkilenmedigi rapor edil-
mistir. Mevcut calismada da CYP2D6 enzim aktivitesinin
fenotipik degerlendirilmesi icin prob ila¢ olarak DEB tercih
edilmistir.

Ginumuzde, CYP2D6 polimorfizmi, aktivitesinin 4
seviyesinden birine gore; iki fonksiyonel alleli ile yaygin
metabolizerler (YM), fonksiyonel alleli olmayan ve enzim
aktivitesinin tam bir eksikligi ile zayif metabolizerler (ZM),
bir aktif heterozigot tasiyicisinda ve bir eksik allel ile orta
metabolizerler (OM), son derece yiksek aktivite ile ultra hizli
metabolizerler (UM) siniflandinlirlar. Buna ilave olarak; YM
fenotipi popilasyonun ¢cogunlugu tarafindan ifade edilir
ve bu nedenle normal olarak kabul edilir. ZM, iki CYP2D6
allelinden yoksun oldugundan onlar ilaglar daha dustik bir
oranda metabolize ederler. Dolayisiyla metabolize olmamis
ilaclarin seviyelerinde yiikselmeye neden olurlar. UM feno-
tipi aktif CYP2D6'nin duplikasyonuna veya amplikasyonuna
neden olurlar. UM genotipi olan bireyler ultra hizli bir
oranda ilaclari metabolize edeceginden ilaglarin standart
dozlardaki terapétik etkilerinde bir kayba yol acarlar.
Defektif bir CYP2D6 alleline sahip olan bireyler genellikle
OM fenotipinde goriilmektedir. Bu fenotip, ZM feno-
tipinden daha iyi ve YM fenotipine yakin bir metabolik aktivi-
teye sahip olmasiyla genis bir spektruma sahiptir 3032,
Farkl etnik gruplarda YM, OM, ZM ve UM'lerin degisken
yuzdelerinden dolayr CYP2D6 siibstratlari ile ilag tedavi-
sinin klinik sonuglar degiskenlik gostermektedir 3. Mevcut
calismada; hesap edilen DMO ve DRO degerlerine gore,
DAK irki ineklerde DMO degeri 12.6'dan biylik ve DRO
degeri de 0.12'den daha kiiciik tespit edildigi (Table 1)
icin bu irklarda CYP2D6 enzim aktivitesinin fenotipi ZM
olarak belirlenmistir. Buna gore DAK irki ineklerde CYP2D6
stbstrati olan ilaglarla tedavi uygulandiginda, enzim akti-
vitesi zayif oldugundan ilaglarin daha yavas metabolize
olacag), ilacin viicutta kalis surelerinin ve etkilerinin uzaya-
cadi sonucuna varilabilir. Calismada IE, HOL ve Si irki
ineklerde ise DMO degerleri 12.6'dan kiciik ve DRO deger-
leri de 0.12 den buylk oldugundan bu irklarda CYP2D6
enzim aktivitesinin fenotipi YM olarak degerlendirilmistir

(Table 1). YM popllasyonun ¢ogunda goriilmekte ve normal
olarak kabul edilmektedir.

insanlarda ilac metabolizmasinda rol alan enzimlerin
aktivitelerinde etnik farkhlklarin varligi bircok calismada
gosterilmis olmasina ragmen 6zellikle besin degeri olan
ciftlik hayvanlari basta olmak Uzere hayvanlarda biyo-
transformasyon enzimlerinin irklar arasi karsilastirilmasi ile
ilgili cok az sayida calisma mevcuttur. Bu ¢alismanin prob
ilag olarak DEB kullanilarak farkli inek irklarinda in vivo
CYP2D6 enzim aktivitesinin fenotipik belirlenmesi ile ilgili
bu dizaynda hazirlanmis ilk calisma oldugu soylenebilir. Bu
calismada, IE, HOL, Si ve DAK irki ineklerde prob ilag olarak
kullanilan DEB'in metabolizmasindan sorumlu oldugu kabul
edilen CYP2D6 enziminin aktivitesi fenotipik olarak belirlen-
mis ve enzim aktivitesi bakimindan irklar arasinda farkhlik
olup olmadigi ortaya konulmustur.

Sonug olarak; ineklerde in vivo CYP2D6 enzim aktivi-
tesinin fenotipinin belirlenmesinde prob ila¢ olarak DEB'in
0.5 mg/kg dozunda uygulandiktan sonra 12. Saatte kadarki
cikarilan idrar 6rnekleri kullanilabilir. CYP2D6 enzim aktivite-
sinin fenotipi DAK irki ineklerde ZM; buna karsin iE, HOL ve
Slirki inekler de ise YM olarak tanimlanmistir. Buna bagli
olarak; ineklerde CYP2D6 siibstrati olan ilaglarla tedavi
uygulanmasinda DAK irki ineklerde bu ilaclarin daha yavas
metabolize olacag), viicutta kalis ve etki strelerinde artis
olacadl sonucuna varilmistir. Hayvan saghginda kullanilan
ilaclarin klinik etkinlikleri ve halk saghgini etkileyecek ilag
kalintisi problemlerini aydinlatabilmek icin 6zellikle ciftlik
hayvanlari basta olmak lizere tim hayvan irklarinda CYP450
enzimlerinin metabolizma yolaklarinin in vitro ve in vivo
calismalarla ortaya konulmasi, yeni tedavi seceneklerinin
gelistirilmesi, ila¢ etkinliginin arttinlmasi ve ila¢ etkilesim-
lerinin tespiti gibi optimum tedavi uygulayabilmek icin ¢ok
onem arz etmektedir.
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