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Lipid Peroksidasyon Olusumunun Engellenmesi Uzerine
Verapamilin Etkisi

Burhanettin BAYDAS' ~ Fahri BAYIROGLU'  Tahir KAHRAMAN’
Zahid AGAOGLU®  Ramazan USTUN'

Ozet

Bu ¢aligma, karbontetrakloriir (CCly) uygulamast ile lipid peroksidasyon olusumu ve hiicre i¢i kalsiyum artisin bloke
eden verapamil 'in lipid peroksidasyonu énleme etkisi arastirilmak amaciyla planlandr. Bunun igin toplam 24 adet albino cinsi rat
kullamidi. Ratlar ii¢ gruba ayrildi. Birinci gruba sadece verapamil (5 mg/kg, ip.), ikinci gruba sadece CCly (0.4 ml/kg, s.c.) ve.
sigtineil gruba ise verapamil uygulandiktan bir saat sonra CCly uyguland:. Bu wygulamalar iki giin sire ile tekrarland. iki giin
sonra ratlardan eter anestezisi altinda kan alinarak malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH), seruloplazmin ve vitamin C
seviyeleri dlciildii. -

Karbon tetrakloriir uygulanan ratlarda, malondialdehit miktar diger gruplara oranla yiksek' bulundu. Gruplar arast
karsilastirma yapildiginda; CCly ile verapamil gruplart ve CCly ile CClyvverapamil gruplart arasinda belirgin bir farkin meveut
oldugu ve bunun istatistiki olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0.03). Ancak, verapamil ile CCly+verapamil gruplart arasinda
onemli bir farkin olmadigi gozlendi (P>0.03). Canli organizmada antioksidan sistemin elemanlart olarak bilinen GSH,
seruloplazmin ve vitamin C degerleri agisindan gruplar arasindaki farklarin énemli olmadigy gozlendi (P>0.05). Malondialdehit
mikiarlart goz éniine alindiginda, bir kalsiyum kanal blokorii olan verapamilin, CCly ile olusturulan lipid peroksidasyon
olugumunu engelleyebilecegi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Verapamil, Lipid peroksidasyon, Glutatyon, Seruloplazmin, Vitamin C, CCl

Summary
The Effect of Verapamil on Prevention of Lipid Peroxidation Formation

The purpose of this investigation was to find out whether CCIy cause lipid peroxidation generation and verapamil
,calcium channel blocker, prevents lipid peroxidation generation. Twenty-four Wistar Albino rats were randomly divided into
three groups. Following a week adaptation period, the rats in the first group were injected verapamil (i.p. ,5 mg/kg), the second
group was treated by CCly and the third group were treated by verapamil one hour later following CCly treatment. Treatments in
all groups were repeated two consecutive days. The end of the treatment ,the bloods with EDTA were collected from the he arts
under the ether anesthesia. The analyses of MDA, GSH, seruloplasmin and vitamin C were performed.

MDA amounts were elevated in the rats treated with only CCly in comparison with the other groups. The amount of the
MDA were statistically differed between CCly and verapamil groups and between CCly and CCly + verapamil groups. But the
difference were not statistically important between verapamil and CCly plus verapamil groups. At the same time, the levels of GSH
,seruloplasmin and vitamin C ,antioxidant system elements,were not different among the groups.

The results demonstrate that the treatment of verapamil, a Ca’* channel blocker, was effective in normalizing lipid
peroxidation induced by CCl.

Key words: Verapamil, Lipid peroxidation, Glutathione, Ascorbic acid, Ceruloplasmin, CCl,

Giris

Organizma igin toksik bir madde olan karbon tetrakloriirin (CCly), karaciger hasar1 ve lipid
peroksidasyon olusturma etkinligi ¢esitli arastirmalarla ortaya konmustur (1,2,3). Karbon tetrakloriiriin
toksik etkisi, organizmada metabolize olmasi sonucu olusan ve aym zamanda bir serbest radikal olan
metaboliti triklorometil (CCl;) yoluyla ortaya ¢ikmaktadir (4).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu membran yapisinda
bulunan poliansature yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmas: ile baslar. Bunun sonucu
yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir (5).

Lipid peroksidasyonu, dogrudan membran yapisina ve dolayli olarak reaktif aldehitler iireterek
diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle reaksiyonlarin
¢ogu membrana baglt molekiillerde meydana gelir. Membran permeabilitesi ciddi bir sekilde hasara ugrar.
Peroksidasyon sonucu olusan malondialdehit (MDA), membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
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polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesiklerinin 6zelliklerini degistirir (5,6).

Son zamanlarda lipid peroksidasyonu ile hiicre igi Ca™ seviyesi arasmda 6nemli bir iliskinin
oldugu ve bunun da hiicrede sitotoksik etkiyi artirdigi ileri stiriilmektedir (7,8,9,10,11,). Yine, lipid
peroksidasyona bagli olarak artan hiicre i¢i kalsiyumun hiicre toksisitesini artirma etkinliginin, kalsiyum
kanal blokorlerinin kullanilmasiyla sitotoksik etkinin ve lipid peroksidasyon olusumunun azaldig: tespit
edilmistir (1,2,8,12,13). Normal ve kalsiyum bakimindan fakir yemlerle beslenen farelerde galaktozaminin;
kalsiyum bakimmdan fakir yemlerle beslenenlerde normallere oranla daha az oranda lipid peroksidasyon
olusturdugu tespit edilmistir(14).

Vitamin C ve rediikte glutatyon (GSH) organizmada olusan serbest radikalleri yakalayip nétralize
ederken, seruloplazmin, radikallerin olusmasini engelleyen ve olusan radikallerin yayilmasim engelleyen
bir antioksidan sistem iginde yer alir (4).

Bu calismada, CCl; enjeksiyonuna bagli olarak lipid peroksidasyon olusma etkinligi ve
verapamilin ne 6l¢iide lipid peroksidasyon olusumunu engellediginin arastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alismada, 24 adet albino cinsi rat kullamildi. Ratlar, tic gruba ayrildi. Her ii¢ grupta yer alan
ratlar ayni laboratuvar ortaminda tutuldu ve ii¢ gruba da standart rat yemi verildi. Laboratuvar ortami 12
saat karanlk ve 12 saat aydinlik olacak sekilde ayarlandi.

1.Grup. Bu gruba iki giin siire ile sadece verapamil hidrokloriir (Knol Alman Ilag ve Ecza. Tic.
Ltd. $ti.) intraperitonal (i.p) olarak 5 mg/kg dozunda enjekte edildi.

2.Grup. Bu gruba da sadece CCly (Merck) iki glin stire ile 0.4 ml/kg dozunda subkutan enjekte
edildi.

3.Grup. Bu gruba ise hem verapamil, hem de CCl; birlikte uygulandi. Verapamil (5 mg/kg)
uygulandiktan 1 saat sonra CCly (0.4 ml/kg) uygulandi.

Deneme siiresinin sonunda, eter anestezisi altinda kalpten kan alinarak, EDTA’l1 tiiplere aktarildi.
Glutatyon tiim kanda, vitamin C, malondialdehit ve seruloplazmin kan alimini takiben plazmada g¢alisildi.
Tiim kandaki glutatyon Beutler metodu ile (15 ), plazma vitamin C tayini 2,4-Dinitrofenilhidrazin ayiraci
kullanilarak (16), seruloplazmin degistirilmis Ravin metoduyla (17), malondialdehit tiobarbitiirik asit
reaktivitesi metodu (5) kullanilarak Perkin-Elmer Lambda 1A spektrofotometresinde kolorimetrik olarak
dlgiildil. Istatistiki analizler, Minitab paket programi kullanilarak bilgisayarda yapildi.

Bulgular

Bu ¢aligmada, verapamil, CCly ve CCly ile birlikte verapamil uygulanan ratlara ait parametreler
asagida tablo halinde verilmistir.

Tablol. Deney gruplarina ait istatistiki degerler (Aritmetik ortalama+Standart Hata)

Parametreler N | Verapamil Grubu | CCly Grubu | Verapamil+CCly grubu
Malondialdehit | 8 1.3300.14 2.543+0.20° 1.82240.23"
(nm/dl)

Glutatyon 8 61.04£2.9 69.21+2.5 61.33%1.1
(mg/dl)

Vitamin C 8 1.37520.23 1.240£0.20 1.236%0.18
(mg/dl)

Seruloplazmin 8 13.20£0.95 14.47+1.0 13.44+0.90
(mg/dl)

a: Verapamil grubu ile kryaslandiginda P>0.05, CCl4 grubu ile kiyaslandiginda P<0.05
b: Verapamil grubu ile kiyaslandiginda P<0.05
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Malondialdehit seviyelerine bakildiginda, gruplar arasi farklilik bakimindan, verapamil ve CCly
gruplari arasinda anlaml bir farkin oldugu gézlendi (P<0.05). Verapamil grubu ile CCly+Verapamil grubu
arasmda aritmetik ortalama ag¢isindan bir miktar fark gériiliirken, istatistiksel anlamda 6nemli bir farkin
olmadig1 belirlendi (P>0.05). CCl, grubu ile CCly+Verapamil grubu arasinda yine anlamli bir farkin
oldugu gozlendi (P<0.05).
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Sekil 1. Malondialdehit degerlerinin grafiksel yorumu

Diger taraftan, Vitamin C ve GSH seviyelerinde istatistiksel anlamda gruplar arasinda énemli bir
farkm olmadig1 gozlendi (P>0.05). Seruloplazmin miktarlarinda da yine gruplar arasinda farkin &nemli
olmadig1 saptandi (P>0.05).

Tartisma ve Sonug

Karbon tetrakloriir viicut i¢in toksik bir madde olup, metabolize olmasi sonucu olusan CCls serbest
radikal olarak etki gostermektedir. Dolayistyla, organizmada lipid peroksidasyon olusturma &zelligine
sahip bir madde olarak karsimiza g¢itkmaktadir (1,2,3,4). Bilindigi gibi lipid peroksidasyonu serbest
radikaller tarafindan baslatilan ve zar yapisindaki yag asitlerinin oksidasyonunu igeren kimyasal bir
olaydir. Olay otokatalitik olarak basladiginda zincirleme olarak yiiriimektedir (6,18).

Verapamil, yavas kalsiyum kanallarindan kalsiyumun hiicre igine girisini engelleyen bir ajandir.
Bu ozelliginden faydalanilarak antiaritmik olarak kullanilmaktdir. Ozellikle miyokard iskemisi ve
reperfiizyon sirasinda olusan ventrikiiler aritmileri 6nlemede etkin bir kullanim alanina sahiptir (19). Son
zamanlarda, icerisinde verapamilin de yer aldigi kalsiyam blokorlerinin lipid peroksidasyon olusumunu
engelledigi goriisii ileri siiriilmektedir (8,12,13,14).

Gubskii ve ark.(12) ratlarda kloroforus (0,0-dimethyl-(1-oxy-2,2,21-trichloroethylphosphonate),
Sakaguchi ve ark. (14), farelerde endotoksin ve galaktozamin kombinasyonu enjeksiyonu ile lipid
peroksidasyonun Onemli derecede arttigini ve bu artigin verapamil uygulanan grupta &nlendigini
bildirmektedir. Nayler ve ark. (8), iskemi-reperfiizyona bagli olarak olusan serbest radikallerin lipid
peroksidasyonu artigima yol agtigini ve proflaktik olarak uygulanan verapamilin bu etkiyi Onledigini
bildirmektedir. Rose ve ark. (20), intra peritonal olarak E. coli verilen ratlarda hiicre ici Ca®* ve lipid
peroksidasyonunun arttigi, oysa bir kalsiyum kanal blokérit olan diltiyazem verilen grupta ise yukaridaki
degerlerin normale yakin seyrettigini bildirmistir. Aruoma ve ark.(13), verapamil ve beta-blokérii olan
propranololiin yeterli derecede, yiiksek dozda kullanildiklarinda organizmada bir antioksidan sistem gibi
etki gdsterdikleri ve membranlarda olusan lipid peroksidasyonu énledikleri goriisiinii ileri siirmiistiir.

Bu ¢alismada, lipid peroksidasyonu gostergesi olarak kabul edilen MDA seviyesinin gruplar aras:
dagilimi da, Ca® ile MDA olusumu arasinda bir iligkinin oldugu goriigiinti desteklemektedir. Zira, CCl,
verilen ratlarda MDA seviyesinin, CCl, ile birlikte verapamil verilen gruba oranla daha yiiksek oldugu
(25430120, 1.822+023) ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (P<0.05).
Malondialdehit lipid peroksidasyonun gostergesi olarak kabul edildiginden, CCly’e bagh olarak lipid
peroksidasyon artist oldugu ve bunun verapamil verilen grupta normal diizeylerde seyrettigi goriilmektedir.
Ancak antioksidan maddeler olarak kabul edilen rediikte glutatyon, seruloplazmin ve vitamin C
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degerlerinde aritmetik ortalama bakimindan kiigiik ¢apta degisikliklere rastland: ise de istatistiksel olarak
bu degisikliklerin anlamli olmadig1 gozlendi (P>0.05).

Hiicre i¢i kalsiyum artig1 ile lipid peroksidasyon arasindaki iliski bir ¢ok arastirmaci tarafindan
kaleme alinmistir. Kalp kasinda hasar olugturan doxorubicin (7) ve nefrotoksik bir madde olan okratoksin
A’nin (10), uygulanmas: ile lipid peroksidasyon olusumu ve hiicre igi Ca®" artismun paralellik gosterdigi
tespit edilirken, nicorandilin iskemi-reperfiizyona bagli olarak olusan lipid peroksidasyonu &nledigi
bildirilmektedir. Nicorandilin etkisinin hiicre ici Ca”" artigin1 dnlemek oldugu bilinmektedir (11).

Sakaguchi ve ark. (14), kalsiyum bakimindan fakir ve normal diyetle beslenen farelerde,
endotoksin+galaktozamin kombinasyonunun lipid peroksidasyon olusturma etkinligini arastirirken,
kalsiyum agisindan fakir yemlerle beslenen farelerde lipid peroksidasyonun normallere kiyasla daha az bir
artis gosterdigini gdzlemlemistir.

Biitiin bunlarin aksine, bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarin diizenleyicisi olarak kabul
edilen Ca*"un, lipid peroksidasyonu artirdigi gériigiinii abartili olarak degerlendiren aragtirmacilar da
vardir (9).

Sonug olarak, Ca”" ile lipid peroksidasyon olusumu arasinda bir iliskinin olabilecegini ve dzellikle
olusan lipid peroksidasyonun membrandaki Ca®* -ATPaz enzim aktivitesini bozarak hiicre igi Ca™
seviyesini artirdig1 ve bunun da lipid peroksidasyonu olusturmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna bagh
olarak, kalsiyum kanal blok&rii verapamilin hiicre igi kalsiyum artisini bloke ederek bu etkiyi
Onleyebilecegi kanaatine varilmistir.
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