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ORIJINAL MAKALH

Ratlarda Akciger Fibrozisinde Lipid Peroksidasyonu (MDA), Antioksidan Madde
(Glutatyon, Seruloplazmin) ve Bazi Antioksidan Vitamin (B-Karoten, Retinol)
Diizeylerinin incelenmesi*
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Bu calismada antineoplastik ajan olan bleomisinin bir komplikasyonu olarak sekillenen akciger
fibrosisinin, lipid peroksidasyon markeri malondialdehit (MDA), antioksidan maddeler rediikte
glutatyon (GSH) ve sertiloplazmin ile antioksidan vitaminler B-karoten ve retinol seviyeleri tizerine
etkileri arastirildi. Calismada 15 Wistar- Albino irki erkek rat kullanildi. Akciger fibrosisini olusturmak
icin bleomisin hidroklorid 7.5 mg/kg oraninda tek doz intratrakeal olarak kullanildi. Yapilan
analizlerde, kontrol degerlere gore MDA seviyelerindeki artislar istatistiksel olarak anlamsiz
bulunurken (p>0.05), B-karoten p<0.05 ve seriiloplazmin ile retinol miktarlarindaki yiikselmeler
p<0.001, GSH miktarindaki diisiisler ise p<0.001 kadar anlamli bulunmuslardir. Sonu¢ olarak
bleomisinin sebep oldugu akciger fibrosisinde malondialdehit, bazi antioksidan maddeler ile
vitaminlerde goriilen degisimler, hiicrede oksidatif stres ile ilgili yikimlanmanin gsekillenmis

Investigation of the Levels of Lipid Peroxidation (MDA), Antioxidant Substances
(Glutathione, Ceruloplasmin) and Antioxidant Vitamins (-carotene and Retinol) in

The levels of MDA, antioxidant substances and antioxidant vitamins were studied on the experimental
pulmonary fibrosis induced by a complication of bleomycine, an antineoplastic agent, in rats. In the
study 15 male Wistar-Albino rats were used. The same animals values prior to the experimental
treatment were considered as the control. To establish the experimental fibrosis, bleomycine
hydrochloride was used intratraceally at a single dose of 7.5 mg / kg. After the fibrosis was performed,
lipid peroxidation, antioxidant substances and vitamin analyses were carried out in the blood and
serum. The levels of B-carotene, ceruloplasmin and retinol were found to be increased significantly
(p<0.001) where as the increase in the MDA level was not significant (p>0.005) as compared the
control data. However a significant decrease in the GSH level was observed (p<0.001). As a result the
alterations observed in the antioxidants substances and vitamins in the pulmonary fibrosis caused by
bleomycine might be an indication of cellular damage associated with the oxidative stress.

asacak sekilde fazla olusmalari sonucu, metabolizma da
zararlli etkiler meydana getirebilmektedir (3). Lipid
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GIRIS
Polisiklik  faaliyetler =~ sonucu serbest oksijen

radikallerini olusturmaktadir (8). Antineoplastik ajanlar,
radyasyon, aligkanlik yapan maddeler, ¢evresel ajanlar ve
stres serbest oksijen radikallerinin biyolojik kaynaklari
icinde yer almaktadir (12). Bleomisinin degisik kanser
tirlerinde etkili bir ajan oldugu bildirilmesine ragmen,
yapilan farkll klinik ¢alismalarda bleomisin kullanimina
baghh olarak zaman igerisinde interstisial akciger
fibrozisine sebep oldugundan dolay;, kullaniminin
kisitlanmasi gerektigi vurgulanmistir (9).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve eksojen

kaynakli faktorlere bagli olarak meydana gelir (11).
Serbest radikaller savunma sisteminin koruyucu etkisini
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peroksidasyonunun en o6nemli iriini malondialdehittir.
Lipidlerin oksidasyonu sonucu lipid peroksil radikali, lipid
alkoksil radikali, alkil radikali, lipid aldehid vb.
peroksidasyon  iriinleri ~meydana  gelir.  Olusan
malondialdehid hiicre membranlarindan iyon alisverisine
etki ederek  membrandaki  bilesiklerin capraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim
aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur
(10).

Serbest radikallerin hiicresel hasarini 6nlemek icin
viicutta birgok savunma sistemleri gelismistir. Bunlara
antioksidan savunma sistemleri adi verilir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonlarini engelleyerek veya
kisaca serbest radikalleri toplayarak lipid
peroksidasyonunu ve hiicre zararini engeller. Baslica
endojen antioksidanlar olarak stliperoksid dismutaz,
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glutatyon peroksidaz, katalaz, B- karoten, a-tokoferol,
askorbik asit, glutatyon, seruloplazmin, transferin ve
ferritin sayilabilir (16).

Bu ¢alisma, antikarsinojen bir ajan olarak kullanilan
Bleomisin Hidroklorid’ in organizma flzerinde o0zellikle
akcigerlerde yaptigl yaygin fibrozise bagh olarak lipid
peroksidasyonu, serbest radikaller ve antioksidan
maddelerden seriiloplazmin, glutatyon, vitamin A ve (-
karoten  lizerine etkilerini arastirmak amaciyla
planlanmistir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismanin materyalini 180-200 gr canh agirliga
sahip, 15 Wistar-Albino 1rki erkek rat olusturdu. Ratlar
deneme siiresi adaptasyonlar1 i¢in bir hafta siireyle
bekletildi. Deneme 6ncesi ve deneme siiresince adlibitum
beslenmeye tabi tutuldular ve oOnlerinde siirekli olarak
icme suyu bulunduruldu.

Ratlarda deneysel akciger fibrozisi olugturabilmek i¢in
Bleomisin hidroklorid (Nippon Kayaku, Tokyo, Japan)
kullanildi. Hayvanlar kapali bir fanus igerisinde klorofom
ile uyutulduktan sonra BLM hidroklorid uygulamasi
yapildi. BLM hidroklorid, ratlara 7,5 mg/kg/canli agirhk
oraninda intratrakeal olarak tek doz seklinde uygulandi
(13). Denemeye baslamadan 6nce kontrol degerlerini elde
etmek icin direkt kalpten, usuliine uygun olarak kan
ornekleri normal ve sitrath tiiplere alindi. Denemenin
birinci ve ikinci haftasi sonunda yine ayni sekilde kan
ornekleri alindi. MDA ve GSH analizleri icin sitrath tam kan
ayni giin ¢alisildi. Seriiloplazmin, Vit. A ve B-karoten ise bir
giin sonra ¢aligild.

Malondialdehit olgtimleri tiyobarbiitirik ~ asit
reaktivitesi metodu ile (3), glutatyon EDTA’I tam kanin
presipite edilmesinden sonra elde edilen sizintinin 5-5-
dithio-bis-2  nitrobenzoik asit ile verdigi renk
reaksiyonunun  Olgiilmesi esasina gore (5) ve
seriiloplazmin tayini ise degistirilmis Ravin metoduna gore
(14) spektrofotometrik olarak gergeklestirildi. Retinol ve
B-karoten ise etanol ve n-hekzan ekstraksiyonu ile elde
edilen filtratin 453 nm’ de  -karoten, 325 nm’ de retinol
okumalarina dayanan Suzuki ve Katoh’ un metoduna goére
(17) UV spektrofotometrede gerceklestirildi.

insancil bir sekilde uyutulan ratlardan alinan ve +4 °C’
de % 10 luk noétral formal ¢ozeltisinde muhafaza edilen
akciger orneklerinin tespiti yapildiktan sonra, bunlardan
rutin histolojik islemlerle parafin bloklar hazirlanarak 7
pum  kalinliginda Kkesitler alindi. Alinan  Kesitler
hemotoksilen-eosin boyama teknigi ile boyanarak isik
mikroskobunda incelendi (4).

Deneme grubu verileri ile kontrol grubu verileri
karsilastirildi. Gruplar arasi farkin dnemi varyans analizi
ile kontrol edildi, ¢oklu karsilastirma icin Duncan testi
kullanild1 (2). Deneme ve kontrol verilerine ait degerler
standart  * standart error olarak tablolar halinde
gosterildi.

BULGULAR

Deneme oOncesi kontrol ve deneme grubu ratlara ait
birinci ve ikinci hafta MDA, GSH ve seriiloplazmin
diizeyleri Tablo 1’de, vitamin A ve (-karoten diizeyleri ise
Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Deneme 6ncesi kontrol ve deneme grubu ratlarin MDA, GSH ve seriiloplazmin diizeyleri.

Parametre

Kontrol (X+SX)

1.Hafta (X+SX) 2. Hafta (X+SX)

MDA (nmol/ml) 0.712 + 0.552
GSH (mg/dl)

Sertiloplazmin( %mg)

o o o B

101.237 £9.995
44.763 + 3.507

0.932 £0.288"b
68.776 £ 3.1882
62.645 +2.6152

1.196 £ 0.222°b
45.921+11.4862
111.483 £ 6.714a

*ap<0.001 bp<0.05

Tablo 2. Deneme 6ncesi kontrol ve deneme grubu ratlarin vitamin A ve -karoten diizeyleri.

Parametre n Kontrol (X+SX) 1. Hafta (X+SX) 2. Hafta (X+SX)
Vit. A (ug/dl) 6 28.986 + 2.186 30.396 +£1.8452 56.218 + 0.892 2
B-karoten (ug/dl) 6 38.643 +£5.724 43.551+1.818"b 57.855+£2.953 b

*ap<0.001 bp<0.05

Histopatolojik bakida, saglikli ratlara ait interalveoler
septumlarin normal histolojik goriiniiste oldugu gozlendi
(Sekil 1). Deneme grubu birinci hafta histopatolojik
bulgularinda, perikapiller damarlarda hiperemi,
interstisiyel alanlarda yer yer mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 (Sekil 2), denemenin ikinci haftasinda ise
interalveoler septal dokuda ileri diizeyde fibréz bag doku
artisi, peribronsioler ve perivaskiiler alanlarda fokal
lenfoid hiicre infiltrasyonlar: (Sekil 3) gézlendi.
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Sekil 1. Saglikl ratlara ait normal akciger doku Orneginin
histolojik goriiniimii (HE x 80)
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Sekil 2. Orta derecede fibrozis ve perialveoler kapillalarda
hiperemi ve monontiklear hiicre infiltrasyonlari (1. Hafta, HE x 80)

Sekil 3. interalveoler septal dokuda ileri diizeyde fibrozis,
peribronsioler fokal lenfoid hiicre infiltrasyonlar1 (2. Hafta, HE x
80)

TARTISMA VE SONUC

Antioksidanlar, giliniimiizde i¢inde bulunduklari
besinler, yaygin kullanim alanlar1 sebebiyle ilgi ¢ekmeye
devam etmektedir. Antioksidanlar ortamda, okside
edilebilen bir maddeye gore daha az miktarda
bulunmalarina ragmen, o maddenin oksidasyonunu
onleyen veya geciktiren madde olarak tanimlanabilir.
Antioksidanlarin fizyolojik rolii, kimyasal reaksiyonlar
sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallerin dokulara hasarini
onlemektir. Oksidatif stres serbest radikaller yolu ile doku
hasarlarina yol agmaktadir. En ¢ok doku hasarina yol agan
serbest radikaller hidroksil ve siiperoksit radikalidir.
Paraguat, parasetamol, bleomisin ve antrasiklinler gibi
kimyasal maddeler de serbest radikal iiretimi ile doku
hasarina sebep olabilirler (18).

Olusan bu serbest radikaller ile antioksidan sistemler
arasinda bir dengesizlik olusursa, bu dengesizlikten
kaynaklanan oksidatif stres, lipitler, proteinler ve niikleik
asitler dahil olmak iizere genis kapsamli bir alanda,
molekiiler hasarlara yol acarlar. Bu hasarlar, basta
lipidlerde kisa zincirli aldehitler, hidroksitler ve
hidroperoksitler  olustururken,  aminoasitlerin  ve
niikleotidlerin modifikasyonuna neden olarak hiicrelerin
disfonksiyonlarina da sebebiyet vermektedir. Bu doku
hasarlarin1 6nleyen antioksidan koruyucu sistemlerden
bazilar;; antioksidan enzimler (katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz vb.),
zincir bozan antioksidanlar (vitamin C, vitamin E, vitamin
A, B-karoten, albiimin, trik asit vd.) ve flavonoidler

(meyve, sebze ve ¢ayda bulunan antioksidanlar gibi)
sayilabilir (7,15).

Yapilan bu c¢alismada lipid peroksidasyon iiriini
malondialdehit miktarinda kontrol verilerine gore
uygulama grubunda saptanan degismelerde ( kontrol
0.712 + 0.552 nmol/ml], 1. hafta 0.932 + 0.288 nmol/ml ve
2. hafta 1.196 + 0.222 mol/ml ) hissedilir derecede artislar
gozlenmesine ragmen, istatistik agidan herhangi bir anlam
saptanamadi (p>0.05). Anlam saptanamamasi belkide
standart error'da gozlenen ytksekliklerden
kaynaklanabilir. Antioksidan savunma elemanlarindan
olan rediikte glutatyon miktarlarinda  saptanan
degismelerde (kontrol 101.237 + 9.995 mg/ dl, 1. hafta
68.776 + 3.188 mg/dl ve 45.921 + 11.486 mg/dl) anlamli
dismeler gozlendi ve diismeler kontrol degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistik bakimdan p<0.001 diizeyinde
bir 6nem arz etti.

Yine antioksidan sistem maddelerinden olan
seriiloplazmin miktarinda saptanan degismelerde (
kontrol 44.768 + 3.507 %mg, 1.hafta 62.645 * 2.615 %mg
ve 2. hafta 111.483 + 6.714 %mg ) gozlenen artislarda ise
p<0.001 kadar bir istatistik anlamin oldugu gozlendi (
Tablo 1).

Kullanilan  antineoplastik  ajandan  kaynaklanan
oksidatif hasara bagh olarak sekillenen lipit peroksidasyon
urinlerinde kismi artma, antioksidan serum
elemanlarindan glutatyon seviyelerinde azalmalar ve
seriiloplazmin miktarindaki artmalar literatiir verileriyle
uyum gostermektedir (6).

Lipid peroksidasyonuna bagh olarak ortaya ¢ikan MDA
organizma i¢in olduk¢a zararli bir maddedir ve olusan bu
MDA hiicre membranlarindaki iyon degisimine etki ederek
gecirgenligin  bozulmasi, DNA bazlariyla reaksiyona
girerek mutajenik bir karekter kazanmasi gibi pek ¢ok
olumsuz etkilere sahiptir (10).

Hiicre dis1 bir antioksidan olan seriiloplazmin
stiperoksit radikallerini notralize ederken, ayni zamanda
serbest oksijen radikallerini kendisine baglayarak
zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici bir etkiye de
sahiptir (3).

Seriiloplazmin bu etkisini yaptigimiz ¢alismadan elde
edilen sonuglarla da desteklemektedir. Uygulama
grubunda 1. ve 2. haftada MDA miktarinda saptanan
artislara karsilik, seriiloplazminde de her iki haftada
diizenli artislar gozlenmistir ve bu gozlenen artislar
istatistiki bakimdan da anlamli bulunmustur.

Hiicre i¢i bir antioksidan olan glutatyon, ¢ok 6nemli bir
antioksidan  olmasmin  yaninda  ksenobiyotiklerin
zehirsizlestirilmesinde de gorev alan bir maddedir.
Glutatyon ve glutatyon peroksidazin yeterli aktivitelere
sahip olmalar1 durumunda, bu hiicrelerin ksenobiyotiklere
ve olusabilecek olasi serbest radikallere karsi direngleri
artmaktadir. Eger hiicre i¢i aktivasyonlarinda bir zayiflik
var ise, hiicre membranlarindaki poliansature yag asitleri,
serbest yag asitleri tarafindan daha kolay oksitlenip
patolojik degismelere maruz kalabileceklerdir (19).

Glutatyon antioksidan aktivitesini ortamdaki mevcut
serbest radikallerle birlesip hiicrenin oksidatif hasarini
engelleyerek gosterirken diger taraftan ise proteinlerdeki
stlfidril gruplarini rediikte halde tutarak, protein ve
enzimlerde olusabilecek inaktivasyonu engelleyerek
gostermektedir (3).

Sunulan ¢alismada hem bir antioksidan olan hem de
biyotransformasyon = mekanizmasinda rol istlenen
glutatyon miktarlarindaki degisimler istatistik agidan
anlamli bulundu.
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Yapilan arastirmada, deneme oncesi kontrol amagh
elde edilen antioksidan vitaminlerin verilerine gore,
karsilastirmali olarak yapilan 1. ve 2. hafta analiz
sonuglarinin istatistik analizlerinde, -karoten
miktarlarinda gozlenen degisikliklerin (kontrol 38.643 *
5.724 ng/dl, 1.hafta 43.551 + 1.818 ug/dl ve 2. hafta
57.855 + 2.953 pg/dl) p< 0.05 diizeyinde bir 6nem
arzettigi saptandi. Yine kontrol verilerine kiyasla vitamin
A’ da gozlenen degisimler (kontrol 28.986 + 2.186 ug/dl,
l.hafta 30.396 + 1.845 pg/dl ve 2. hafta 56.218 + 0.892
ug/dl) istatistik bakimdan p<0.001 seviyelerinde bir
anlam ifade etti (Tablo 2).

Yapilan ¢alismada, antioksidan vitaminlerde gozlenen
bu degisimler, olasi serbest radikal ataklarindan
kaynaklanabilir. Bu da serbest radikallerin antioksidan
savunma mekanizmalarm  asacak  sekilde fazla
olustuklarini gostermektedir. Clinkii serbest radikallerin
metabolizma tlizerindeki zararl etkileri bu mekanizmanin
asilmasi sonucunda sekillenmektedir.

B-karoten ve retinol antioksidan aktivitesini serbest
radikallerin olusumunu engelleyerek ve ortamdaki
radikalleri toplayarak gerceklestirmektedir (1).

Serbest radikaller pek c¢ok hastaligin patogenesinde
olduk¢a oOnemli rol oynarlar. Cogu hastalikta serbest
radikal iretiminin arttigt ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersiz kaldigi1 gosterilmigtir. Ancak
gozlenen bu artisin hastaligin bir sebebi mi yoksa sonucu
olarak mi1 meydana geldigi tam olarak aydinlatilamamaistir.

Sonug olarak, bleomisinin bildirilen bir komplikasyonu
olarak sekillenen akciger fibrozisinde, lipid peroksidasyon
iriinii malondialdehitte, antioksidan elemanlar glutatyon
ve seruloplazminde, antioksidan vitaminler B-karoten ve
retinolde gozlenen degisimler, hiicrelerde oksidatif strese
bagh olarak dejenerasyonlarin sekillenmis olabilecegini
disiindirmektedir.
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