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Tavsanlarda Orta Donem Gebeliklerin Sonlandirilmasinda Kullanilan Aglepriston’un
Baz1 Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Etkisi
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Ozet: Aglepriston son yillarda kiigiik hayvan hekimliginde abort indiiksiyonlar: i¢in basariyla kullamlabilen bir
progesteron reseptor antagonistidir. Yapilan klinik ¢aligmalarda ilacin higbir yan etkisinin olmadigi belirtilmisse
de oksidatif stres {izerine etkisi hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada tavsanlarda orta donem gebelik-
lerin sonlandirilmasi i¢in uygulanan aglepristonun, oksidatif stres parametreleri olan Malondialdehit (MDA),
Stiperoksit Dismutaz (SOD) ve rediikte Glutatyon (GSH) {izerine etkisinin arastirilmasi amaglandi. Caligmada
kullanilan 12 aylik yasta 15 adet Yeni Zelanda Beyaz tavsani kontrollii olarak ciftlestirildi ve ciftlestirildikleri
giin gebeliklerinin 0. giinii olarak kabul edildi.

Gebe olan tavsanlar rastgele ii¢ gruba ayrildi. Grup I (kontrol) tavsanlarina gebeligin 15. ve 16. giiniinde 1ml/3kg
olacak sekilde % 0.9 NaCl, Grup II tavsanlarina gebeligin 15. giiniinde, Grup III tavsanlarina ise gebeligin 15. ve
16. giiniinde 10 mg/kg dozda subkutan (s.c.) olarak aglepristone (Alizin®) enjeksiyonu yapildi. Tavsanlardan
alman kan 6rneklerinde MDA, SOD ve GSH 6l¢iimleri yapildi. Grup III de MDA seviyesinde artig saptandi. Bu
artis Grup I (p<0.01) ve Grup II ye (p<0.05) gore anlaml bir sekilde yiiksek ¢ikmisgtir. SOD aktivitesinde Grup
I ve Grup III’de azalma saptanmistir. Kontrol grubuna kiyasla SOD’daki bu diisiis istatistiki olarak anlamli
(p<0.01) bulunmustur. GSH ise Grup I’e kiyasla diger 2 grupta da azalmistir. Grup III’iin GSH diizeyindeki bu
distis Grup I (p<0.001) ve Grup II’ye (p<0.01) gore istatistiksel olarak anlamlidir. Bu sonuglar abort indiiksiyo-
nunda kullanilan aglepristonun ¢ift enjeksiyon yapildiginda oksidatif stresi tetikledigi ve antioksidan enzim ak-
tivitelerini degistirdigini diisindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aglepriston, Siiperoksid dismutaz, Malondialdehit, Glutatyon, Tavsan.

The Effects of Aglepristone on Some Oxidative Stress Parameters Used in
Midgestation Terminations in Rabbits

Abstract: Aglepristone is a safe and effective abortifacient, which is being widely used in small animal practice
during the last years. Although no side effetcs have been reported in clinical studies, there is no information
available about the effects of aglepristone on oxidative stress parameters. The objective of this study was to
investigate the effects of aglepristone treatment on oxidative stress parameters, which are Malondialdehyt
(MDA), Superoxide Dismutase (SOD) ve reduced Glutathione (GSH), in mid-gestation termination in rabbits.
Fifteen healthy New Zealand White rabbit, 12 months of age, were included the the study. They were given to
fertile bucks and the mating day was recorded as the 0 day of pregnancy. The does were randomly divided into
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three groups. In Group | (control) the does were injected with 0.9% NaCl at dose of 1ml/3kg on day 15 and 16
post-mating. In Group Il and Group 111, aglepristone (Alizin®) was applied at a dose of 10mg/kg dose of subcu-
taneously, on day 15 and on days 15-16 days post-mating, respectively. MDA, SOD and GSH levels were meas-
ured from collected blood samples. A marked increase of MDA in Group Ill, was statistically significant with
Group | (p<0.01) and Group Il (p<0.05). On the other hand contrary decrease had been detected in SOD and
GSH in Groups Il and 111 which is statistically significant to control group (p<0.01). This decrease in GSH in
Group 111, was also significant between Group | (p<0.001) and Group Il (p<0.01).

The results had suggested that the the application of aglepristone on two consecutive days in abort induction
could both trigger oxidative stres and change antioxidant enzyme activities.

Key Words: Aglepristone, Superokside dismutase, Malondialdehyt, Glutathione, Rabbit.

Giris

Progesteron reseptor antagonisti olan ag-
lepristonun kiigiik hayvan hekimliginde sik ve
giivenle kullanilan bir medikal ajan oldugu ya-
pilan arastirmalarda  belirlenmigtir318212236,
Aglepriston anti-progesteron aktivitesine sahip
sentetik bir steroid olup ve Avrupa’da Fransa,
Belgika, Isvicre, Ispanya, Italya, Almanya, Yu-
nanistan, Portekiz, Hollanda, Ingiltere, Polonya,
Macaristan, Cek Cumhuriyeti, Slovakya’da;
Latin Amerika’da Brezilya, Kolombiya, Kosta-
Rika ve Meksika’da; Pasifikte Avustralya ve
Yeni Zellanda’da kiigiik hayvan hekimliginde
kullanilan ilk lisansli veteriner preparatidir.
Tavsanlarda orta donem gebeliklerin sonlandi-
rilmasinda ve implantasyonun engellenmesinde
kullanim1 da detayli olarak arastirilmis ve ol-
dukga basarili sonuglar elde edilmistir?20,

Tavsanlarda ¢iftlesmeden sonraki 8, 9 ve
10. giinlerde yapilan mifepriston uygulamalari-
nin embriyo rezorpsiyonuna yol acarak gebeligi
onledigi bildirilmistir?>.  Trichosanthiskirilowii
kokiinden saflagtirilan bir protein olan Tricho-
santhin’in de ¢iftlesmeden sonraki 17-22. giinle-
rinde intraperitoneal uygulamasinin progesteron
konsantrasyonunu diistirerek abortlara yol agtig
bildirilmistir®®. Gebeligin engellenmesi igin
tavsanlarda PGF,, uygulamalari®**, RU 486 ve
anordrin kombinasyonlar1 denenmistir®® ancak
bunlarin higbiri pratik sonuglar vermemistir?.

Antiprogestinlerin kimyasal yapis1 yiik-
sek oranda yapisal benzerlik gosterir ve proges-
teron reseptorlerine yarismali baglanma 6zelligi
gosterir. C17°de hidrofobik halka bolgesi resep-
tor baglantisina yiiksek oranda afinite gosterir-
ken, Cl11’deki aromatik halka dimetilamino
grubuyla transkripsiyonu baskilayan konfor-
masyonel degisikliklere neden olur?’. Aglepris-
ton enjeksiyonundan sonra uterus reseptorleri
icin progesteron ile yarigir. Progesteron resepto-
riine baglandiktan sonra, progesteron reseptor
antagonisti reseptoriin yapisini yiiksek afiniteyle

stabilize eder ve uterus yetersiz stimiile olur. Bu
progesteronun biyolojik etkilerini géstermesine
engel olur ve fotal oliimlere yol agarak aborta
neden olur.'632,

Oksidatif stres serbest radikal veya reaktif
oksijen tiirlerinin iiretimi ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin kaybolmasi olarak tanimla-
nir®1.2326 Oksidatif streste artis, gebelik boyun-
ca embriyonun veya fotusun gelisiminde degi-
sikliklere neden olabilmektedir. Oksidatif stres,
abortun sekillenmesi i¢in patolojik bir zemin
hazirlayabilir®. Yapilan caligmalar, asir1 mik-
tarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin
oksidatif stresi arttirdigini gostermistir. Bu du-
rum ise ¢ogu biyokimyasal yolaklar vasitasiyla
serbest radikal iiretimini arttirmaktadir’38,

Serbest radikaller viicutta metabolizma
sonucunda olusabildigi gibi, ¢evre kirliligi, siga-
ra dumani, egzersiz, atesli hastaliklar, iskemi,
pestisitler, kontamine sular veya radyasyona
maruz kalma sonucunda da meydana gelebil-
mektedir. Serbest radikaller yiiksek oranda reak-
tif maddelerdir. Onlar biyolojik agidan 6nemli
olan hiicre bilesenlerine zarar verebilir ve ¢esitli
hastaliklara sebep olabilir. Viicut icin oldukga
zararli bilesiklerdir. Normal sartlarda serbest
radikaller viicudumuzdaki Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Glutatyon, Katalaz gibi antioksidan
enzimler araciligtyla nétralize edilirler. Bunlarin
yani sira beslenmemiz esnasinda gidalardan
aldigimiz E Vitamini, C vitamini, karotenler,
flavanoidler, Glutatyon gibi antioksidanlarda
serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda
onemli gorevlere sahiptirler. Glutatyon gidalar-
dan almabildigi gibi viicutta alyuvarlarin yapi-

sinda da bulunan antioksidan bir bilesik-
dir6,7,10,24.

Saglikli bireylerde antioksidanlar ile ser-
best radikaller arasinda hassas bir denge s6zko-
nusudur. Baz1 patolojik durumlarda Ornegin
abortus gibi oksidatif stres hizlanmakta, antiok-
sidan mekanizma yavaglamakta ve bu hassas
denge bozulmaktadir. Bunun sonucunda ise



DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi
viicuttaki tiim biyolojik molekiiller etkilenmek-
tedir. Bu oksidatif stres membran rupturu, kar-
bonhidratlarda hasar, lipid peroksidasyon, pro-
tein oksidasyon gibi mutajenik, sitotoksik ve

karsinojenik  siireclere neden olabilmekte-
dir 17,2035

SOD, en etkin intraseliiler enzimatik an-
tioksidanlardan biridir. Bu enzim oksijenden ilk
olusan reaktif bir {irlin olan siiperoksit anyonu-
nun molekiiler oksijene ve daha az reaktif bir

iiriin olan hidrojen perokside doniisiinii katalize
ederek radikallerin etkisini azaltmis olur.?%%

GSH, suda ¢o6ziinen bir antioksidandir.
Viicutta direkt olarak sistein, glisin ve glutamat-
tan sentezlenmektedir. C vitamini ile sinerjik
caligir. Direk olarak serbest radikalleri temizle-
mesinin yanisira; GPx ile birlikte enzimatik
olarak da etki gosterir. GSH hiicrelerde enzim
ve diger hiicresel bilesenlerin rediikte halde
tutulmamalar1 i¢in hayati rol oynar. Bir ¢ok
hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksi-
dasyonuna karsi korumaktadir. GSH en c¢ok
karacigerde sentezlenir ve yaklasik % 40’1 safra
ile atilir. Safradaki bu GSH diyetteki ksenobiyo-
tiklere kars1 viicudu korumaktadir®:924,

Oksidatif stresin siddetinin degerlendi-
rilmesinde cesitli parametreler kullanilmaktadir.
MDA da lipid peroksidasyonun bir gostergesi
olarak siklikla kullanilmaktadir®3!,

Bu calismanin amaci, tavsanlarda orta
donem gebeliklerin sonlandirilmasinda aglepris-
tonun kullanimimin oksidatif stres parametrele-
rine etkisini degerlendirmektir. Konuya iligskin
verilerin literatiirde bulunmamasi ¢alismamizin
Onemini ve orjinalligini vurgulamaktadir.

Materyal ve Metod

Tavsanlarin Ciftlestirilmesi ve Gebelik
Muayenesi

Calisma materyalini Uludag Universitesi
Deney Hayvanlari Uygulama ve Yetistirme
Merkezinden alinan 12 aylik yasta, 2800-3400
gr canli agirlikta, 15 adet Yeni Zelanda Beyaz
tavsani olusturmustur. Calisma i¢in Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuru-
lu'ndan onay alindi (2013-01/06). Hayvanlar
bireysel kafeslerde barindirildi. Tiim tavsanlar
kontrollii olarak erkek tavsanlarin kafeslerine
verildi ve 20 dakika icinde ciftlesmeler gercek-
lesti. Kontrollii yapilan ciftlestirilme giinii ge-
beliklerinin 0. giinii olarak kabul edilerek, 14.

giinde transabdominal ultrasonografi ile gebelik
teshisi yapildi (5-7,5 MHz linear array transdu-
cer; Siemens Sonoline Prima, Siemens Medical
System, USA) Gebe olan tavsanlar rastgele g
gruba ayrildi.

Aglepriston Uygulamalari ve Kan Or-
neklerinin Toplanmasi

Gebe tavsanlar her birinde 5 adet olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Grup I tavsanlarina
kontrol amagli gebeligin 15. ve 16. giiniinde
ayni saatte % 0.9 NaCl, 3ml/kg (Eczacibasi,
Baxter, Tiirkiye) enjeksiyonu subkutan yapildi.
Grup II tavsanlarina aglepristone (Alizin, Vir-
bac, Almanya) gebeligin 15. giiniinde 10 mg/kg
dozda s.c. olarak bir sefer enjekte edildi. Grup
IIT tavsanlarina aglepristone gebeligin 15. ve 16.
giiniinde ayn1 saatte 10 mg/kg dozda s.c.olarak
enjekte edildi. Grup I ve Grup III tavsanlarindan
gebeligin 17. giinii, son enjeksiyondan 24 saat
sonra; Grup II tavsanlarindan 16. giin yine en-
jeksiyondan tam 24 saat sonra sentral kulak
veninden, 30 gauge’lik kaniillerle kan &rnegi
heparinli tiiplere toplandi. 5.000 rpm’de 10 da-
kika santrifiij edilen kan orneklerinden plazma
ayrilip analizler yapilincaya kadar -20°C’de
saklandi.

Plazma MDA ol¢iimii

Malondialdehit (MDA) 6l¢iimii igin tav-
san plazma Ornekleri lizerine esit miktarda %
10’Iuk TCA (trikloro asetik asit) eklendi. Daha
sonra vortekslenip +4 °C’de 4000 rpm de 10
dakika santrifiij edildi. MDA 6l¢iimii tiyobarbi-
tiirik asit (TBA) reaktivitesi metodu kullanilarak
olciildii (27). Ust fazdan 0,5 ml almip iizerine %
0.67’lik TBA ¢ozeltisinden eklenip +100°C’de 1
saat 1sitildi. Sogutulduktan sonra 546 nm de
spektrofotometrede okundu. Veriler pikomol
(pmol) / ml plazma cinsinden sunuldu.

Plazma GSH él¢iimii

Rediikte glutatyon Ol¢limii icin tavsan
plazma ornekleri iizerine esit miktarda % 10’luk
TCA eklendi. Daha sonra vortekslenip +4°C’de
4000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz-
dan 0,5ml alinip {izerine 2 mL 0,3 M NaHPOy,
2H,O ve 0,2 mL dithiobisnitro benzoik asit
ilave edildi*?. Ornekler 405 nm. de spektrofo-
tometrede okundu. Veriler mikromol (pumol) /
ml plazma cinsinden sunuldu.

Plazma SOD ol¢iimii

Siiperoksiddismutaz enzim aktivitesi tica-
ri kit araciligiyla ELISA yontemine dayali 6l-
ciildii. Ozetle ksantin/ksantinoksidaz sistemine



ve nitrobluetetrazoliumun indirgenmesine daya-
nan yontemle okundu®’. Veriler iinite (U) / ml
plazma cinsinden sunuldu.

Istatistiksel analiz

Calismada istatistiksel analizlerde Sig-
maStat® (versiyon 2.03) programi kullanildi.
Istatistiksel ~ degerlendirmeler  tek  yonlii
ANOVA’y1 takiben Student-Newman-Keuls
test kullanilarak yapildi. Elde edilen veriler
“ortalama + standart hata” seklinde verildi. An-
lamlilik P degeri ile gosterilerek, karsilastirilan
gruplar arasindaki degerlerin istatistiksel Ol¢iisii
olarak sunuldu. P’nin 0.05’den kiigiik oldugu
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Deney gruplarindan elde edilen MDA,
GSH ve SOD degerleri Tablo-1 de sunulmustur.

Tablo I: Gruplar arasi plazma MDA, GSH ve
SOD degerlerinin karsilagtirilmasi

Table I: Comparision of of plasma MDA,
GSH and SOD levels in three gro-

ups.
Grup | Grup i Grup il

Parametreler (Kontrol) (Tek enj.) (Cift enj.)
MDA (pmol/ml) | 354,6 +40,9 433,3+34,3 5684 +43,22¢
GSH (umol/ml) | 617,7+144 5552 +339 414,8 + 31,804
SOD (U/ml) 80,6 £0,2 758+15  745+0,62
a p<0.01 Grup I ile karsilastirilmustir, b p<0.001
Grup I ile karsilastirilmisgtir,
¢ p<0.05 Grup II ile karsilastirilmustir, d p<0.01

Grup II ile karsilagtirilmustir.

Tabloda belirtildigi gibi dokulardaki lipid
peroksidasyonun iyi bir gostergesi olan MDA
seviyesi en diisiik kontrol grubunda, en yiiksek
ise ¢ift enjeksiyon Aglepriston uygulanan Grup
I de bulunmustur. Grup III deki bu artis grup |
(p<0.01) ve Grup Il ye (p<0.05) gore anlamh
bir sekilde yliksek ¢ikmistir. Grup II, Grup I ile
kiyaslandiginda MDA seviyesinde yine bir artis
s6z konusu fakat bu artista istatistiksel olarak
6nem bulunmamistir. Aglepriston abort olus-
turmasinin yani sira, abortun olusturdugu etki-
den daha fazla oksidatif stres parametrelerini
arttirict bir giice sahip olabilir.

Dokularda nonenzimatik bir antioksidan

olan GSH ise grup I’e kiyasla diger 2 grupta da
azalmistir. Cift enjeksiyon yapilan Grup III’lin

GSH diizeyindeki bu diisiis Grup I (p<0.001) ve
Grup Il ye (p<0.01) gore 6nem arz etmektedir.
En yiiksek GSH seviyesi Grup I’de en diisiik
GSH seviyesi ise Grup I1I’de bulunmustur.

Viicutta enzimatik bir antioksidan olan
SOD, en yiiksek Grup I’de bulunmustur. Grup
IT ve III’deki degerler daha diisiik ¢ikmustir.
Grup II ve Grup III’de SOD aktivitesindeki bu
diisiis kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak
anlamli (p<0.01) bulunmustur.

Tartisma

Calismadan elde edilen bulgulara gore;
cift enjeksiyon yapilan grupta, kontrol ve tek
enjeksiyon yapilan gruba kiyasla MDA seviye-
sindeki artisin énemli olup, tek enjeksiyon gru-
bu ile kontrol grubu arasinda farkin bulunama-
mas1 yalnizca abortun degil aborta sebep olan
Aglepristonun oksidatif stres markerlarini art-
tirmasinin s6z konusu olabilecegini akla getir-
mektedir. Yani Aglepriston abort olusturmasi-
nin yani sira, abortun olusturdugu etkiden daha
fazla oksidatif stres parametrelerini arttirict bir
giice sahip olabilir.

Oksidatif stres varliginda lipid peroksi-
dasyon gostergesi MDA seviyesi ¢esitli doku-
larda ve kan plazma/serum Orneklerinde artar-
ken, ROS eliminasyonunu saglayan GSH ve
SOD enzim aktiviteleri azalmaktadir®%. Bu
calismada da ardisik 2 giin aglepriston enjeksi-
yonu yapilan tavsanlarda plazmada MDA sevi-
yesi yiikselmis, GSH ve SOD enzim aktivitesi
azalmigtir. Bu sonuglardan abortun ve/veya
ozellikle Aglepristonun antioksidan savunma
kapasitesini diisiiriicii ve oksidatif stress para-
metreleri {izerine olumsuz etkisi goriilmektedir.
Ayrica azalmis antioksidan kapasite de infertili-
tenin patogenezinde belirleyici bir faktor olarak
rol oynayabilir.

Damasceno Ve ark.” tarafindan yapilan bir
calismada, diyabetli siganlarda oksidatif streste
genel bir artig ve oksidatif strese bagl olarak da
gebeligin embriyonik ve fotal donemlerinde de
degisiklikler saptamislardir. Ancak meydana
gelen bu oksidatif stresi de diyabetle iliskilen-
dirmislerdir. SOD ve GSH gibi antioksidan
enzim miktarlarinda diisiis saptamislardir.

Troudi ve ark.® ise gebeligin erken ve
ge¢ safhalarindaki siganlarda, oksidatif stresin
sekillenmesini tetikleyen norotoksik bir ajan
kullanarak yaptiklar1 bir toksisite ¢aligmasinda,
meydana gelen oksidatif strese bagli olarak
MDA seviyesinde artis ve SOD ve GSH gibi
antioksidan enzimlerde diislis saptamislardir.



Oksidatif stress parametrelerindeki degisiklikler
bizim c¢alismamiz1 destekler tarzdadir. Fakat bu
calismalarin her ikisinde de abort sekillenme-
mistir.

Liu ve ark.?® insanlarda yaptiklar1 bir ¢a-
lismada erken donem gebeliklerin sonlanmasin-
da oksidatif stresin patolojik bir zemin hazirla-
yabilecegini savunmuslardir. Artan reaktif oksi-
jen tiirlerinin endoplazmik retikulumda (ER)
stress olusturdugu, buna bagh olarak ER fonk-
siyonunun bozuldugu, ve ER stresinin de erken
donem gebeliklerde gebeligin sonlanmasinda
rolii olabilecegini vurgulamiglardir.

Giindogan ve ark.!® ise gebe siganlara
etanol vererek oksidatif stresin arttigi, DNA
hasarinin ve lipid peroksidasyonun sekillendigi,
yavrunun yasama sansinin azaldigini ve erken
donem gebeligin sonlanma riski arttirdigini
bulmuslardir. Gebeligin sonlanmasinida alkoliin
neden oldugu oksidatif strese baglamislardir.

Sonug olarak, Aglepristonun ardigik iki
giin ¢ift enjeksiyonu sonrast hayvanlarin oksida-
tif strese daha fazla maruz kaldiklar1 goriilmek-
tedir. Hayvanlarda olusan oksidatif stresin kay-
nagi Aglepristonun kendisi olabilecegi gibi
Aglepriston ile abort sekillenmesinden de kay-
naklanabilir. Aglepristonun enjeksiyonu sonrasi
tavsanlarda olusan oksidatif stresin kaynaginin
ve etki mekanizmasinin tam olarak agiklanabil-
mesi icin ileri tetkiklere ihtiya¢ vardir.
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