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OZET

Giris: Antikanserojen etkili bleomisinin (BLM), kanser tedavisi sirasinda en sik rastlanan yan etkisinin pulmoner fibrozis (PF) oldugu bilinmektedir.
Son yillarda, PF’den esas sorumlu ajanin, normal metabolik olaylarda iiretilen reaktif oksijen tiirleri oldugu ileri siiriilmektedir. Bu deneysel
calismada, antienflamatuar, sitostatik, antikanserojen, antiproliferatif ve antioksidan etkisi oldugu bilinen CAPE nin BLM’e bagli PF’daki onleyici
veya hafifletici etkilerinin arastirilmasi planlandi.

Gere¢ ve Yontem: 36 adet Sprague—Dawley cinsi sigan Kontrol, BLM, BLM+ vitamin E (vit E) ve BLM+ CAPE olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
BLM (7.5 mg/kg, tek doz) intratrakeal, CAPE ve vit E intraperitoneal olarak uygulandi. 14. giinde akciger dokulart ¢ikarildi, ksantin oksidaz (XO),
adenozin deaminaz (ADA) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ¢alisildi.

Bulgular: BLM uygulanan siganlarda, XO ve ADA enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlaml artis vardi. CAPE ve E vit uygulanmasi ile bu
iki enzim aktiviteleri 6zellikle BLM alan gruba gére anlamli bir azalma gosterdi. Antioksidan enzim olan GSH-Px enzim aktivitesinde BLM verilen
grupta kontrol grubuna gore anlamli bir azalma vardi. CAPE’nin bu parametreler tizerine diizenleyici etkileri: CAPE uygulandiktan sonra XO ve
ADA enzim aktivitelerinde azalma, GSH-Px enzim aktivitesinde artma seklindedir.

Sonug¢: BLM’e bagli PF’in 6nlenmesinde antioksidan veya serbest radikal siipiiriicii etki olarak kullanilan dozlarda CAPE, E vit den daha etkilidir.
CAPE, piirin katabolizmasi yaninda hem oksidan hem de antioksidan sistemleri etkileyerek BLM’e bagli PF iizerinde iyilestirici etkiye sahiptir.
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ABSTRACT

Effect of CAPE on Purin Catabolising Enzyme Activities in Bleomycine-Induced Lung Fibrosis

Objectives: Pulmonary fibrosis (PF) induced by bleomycin (BLM) is one of the more common side effects encountered during cancer treatment. It
has been suggested that the main responsible agent in PF is ROS which are generated also in normal metabolic conditions. In this study, we
investigated the preventive or attenuating effects of caffeic acid phenethyl ester that has been demonstrated to have anti-inflammatory, cytocytatic,
anticancerogenic, antiprolipherative and antioxidant effects on BLM-induced PF.

Material and Methods: Thirty-six rats were divided four groups as sham, BLM, BLM+vitamin E and BLM+CAPE groups. BLM intratracheally,
CAPE ve vit E intraperitoneally were administred. At day 14th, lung tissues were removed, xanthine oxidase, adenosine deaminase ve glutathione
peroxidase enzymes activity were determined.

Results: BLM application to the rats resulted in a significant increase in the XO and ADA activities as compared to the controls. Administration of
CAPE and vit E led to the remarkable reduction of XO and ADA activities compared to the rats treated with BLM. There was a decreased in GSH-Px
activity in BLM group to the control group. CAPE had a regulator effect on these parameters: the decreased in XO and ADA activities and the
increased in GSH-Px activity were seen after CAPE application.

Conclusion We suggest that CAPE is more effective on the prevention of BLM-induced fibrosis via antioxidant and free radical scavenger properties
than vit E at the doses used in the present study. CAPE has some attenuating effects PF affecting both oxidant and antioxidant systems as well as
purin catabolisation. ©2007, Firat University, Medical Faculty
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Bleomism (BLM), streptomyces verticullus tiiriinden elde uterus kanseri, serviks kanseri, hodgkin hastalig1, retikiilosark-
edilmis antitiimdral etkili bir antibiyotiktir (1). Akciger, kom, lenfosarkom, embriyonel hiicreli koriokarsinom ve
bobrek, periton ve lenf sisteminde yiiksek oranda konsantre teratokarsinomun tedavisinde kullanilir. BLM, bleomisin-demir
oldugu gosterildigi icin deri kanserleri, bas boyun kanserleri, kompleksi olusturarak molekiiler oksijeni, siiperoksit ve
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hidroksil radikallerine doniistiiriir. Bu da DNA’ da iplikcik
kirllmalarina  ve DNA-RNA-protein sentezinde (trankripsiyon
ve translasyon basamaklari) hasara sebep olarak anti-neoplastik
etki gosterir (2). Bleomisini inaktive eden hidrolaz enziminin
akciger dokusunda diger dokulara oranla ¢ok diisiik diizeyde
bulunmasindan dolayr yan etki olarak o6zellikle akcigerlerde
yaygin fibrozis ve interstisyel pndémoni olusturur ve BLM
kullanilan hastalarda akciger hasar1 gelisme orani %3-40
oraninda degismektedir (3). Bu durumda gelisen akciger
fibrozisinde serbest oksijen radikallerinin dnemli faktorlerden
biri oldugu iddia edilmektedir (4).

Bu aktive olmus oksijen tiirleri DNA kiriklarinin yant
sira ilave olarak lipit peroksidasyonuna da sebep oldugu
gosterilmistir (5). Kafeik asit fenetil ester (CAPE), yapica
flavanoidlere benzeyen ve iki halkasal yapi iceren kimyasal bir
bilesen olup halkalardan bir tanesi molekiiliin hemen hemen
biitiin kimyasal 6zelliklerini gosteren fonksiyonel gruplar olan
iki adet —OH grubu tasir.

Bu hidroksil gruplari diger bazi antioksidan
vitaminler de ve vitamin olmayan antioksidan maddelerde
oldugu gibi aktif sekilde elektron alip vererek oksidasyon-
rediiksiyon (redoks) ozellikleri gdsterir. Yapisi uzun aromatik
ve alifatik 6zellikli karbon gruplari tasidig: igin ayni zamanda
lipofilik Ozellikte gosterir. Bu 6zelligi, molekiiliin rahatca
vucuttaki membran yapilarini gecmesini ve etki edecegi
bolgeye  kolay  ulagsmasmi  saglamaktadir. CAPE,
antienflamatuvar, sitostatik, antikansero-jen, antiproliferatif,
antioksidan ozellikleri gosterilmis olup (6-13) fibrozisteki
etkisinin calisildig1 ¢cok az ¢aligmaya rastlanmustir.

Bu c¢aligmalarda CAPE’nin antioksidan etkileri
gosterilmis (14) ancak bleomisinin DNA iizerine etkisi ve
CAPE’nin piirin  katabolizmas: {izerine koruyucu etkisi
gosterilmemistir. Bu deneysel ¢alismada, siganlara intratrakeal
BLM uygulayarak akciger fibrozisi olusturup DNA hasarina
olan etkisini piirin katabolizmasi enzim aktivitelerini tespit
ederek gostermeyi planladik. Ayrica antioksidan bir madde
olan CAPE ve E vitamininin bu hasar iizerindeki diizeltici
etkisini gdstermeyi ve bu iki antioksidan ajani birbirleri ile
karsilastirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Sprague Dawley tipi erkek si¢anlar kullanild.
Deney giiniine kadar havalandirmasi olan ve giin 15181 alan (12
saat gece 12 saat gilindiiz) odalarda 6zel kafeslerde tutulan
sicanlara ad libitum standart pellet yem ve ¢esme suyu verildi.
BLM uygulamasindan bir giin 6nce, yemleri kesilen siganlarin
agirliklar tartild: ve agirliklart 250 gr’t gecen siganlar rasgele
alinarak, kontrol grubunda 8, deney gruplarinda 10’ar sigan
olacak sekilde gruplandirildi. Siganlar tartildiktan sonra
agirliklarina gore xylazine (1 mg/kg) ile ketamin (0.5 ml/kg)
karisimi intraperitoneal (ip) uygulama ile genel anestezi
yapild.

Grup-1: Kontrol grubu (n=8); BLM uygulanmasindan iki giin
once %10’luk etil alkol ip olarak 1x1 (giinde bir kez)
uygulandi. CAPE’nin etil alkolde ¢dzlinmiis olmasindan dolay1
etil alkol verilmistir. 0. (sifirmcr) giin ise intratrakeal (it) olarak
BPS (Buffer Phosphat Saline) (bleomisinin, BPS’de
¢oziindiigiinden dolay1) verilmistir.

Ozyurt ve Ark

Grup-2: BLM grubu (n=9): 0. giin it olarak BLM enjekte
edildi. 7.5 kg BLM (Bleocin; bleomycin hydrochlorid;
Nippon Kayaku CO., Ltd., Tokyo, Japonya) 250 ul BPS i¢inde
¢oziilerek verildi.

Grup-3: BLM+E vitamini grubu (n=9): BLM uygulamasindan
iki glin 6nce E vit (Epynal-ROCHE) 10 mg/kg dozda 1x1
olarak verildi, 0. giin it olarak BLM verildi (7.5 U/kg, 250ul
BPS iginde)

Grup-4: BLM+CAPE grubu (n=10): BLM uygulanmasindan
iki giin 6nce 10umol/ml’ lik CAPE’ den 10 pmol/kg verildi.
BLM ise it olarak 0. giin 7.5 U/ kg verildi.

BLM uygulanmasindan 14 giin sonra genel anestezi
altinda gogiis bosluklar1 orta hat boyunca agilarak akciger
dokular1 doku biitiinliigii korunarak ¢ikartildi. Dokular hemen
s1v1 azot tanki ile donduruldu ve deney giiniine kadar -85 °C de
derin dondurucuda (Nuaire —85 °C Ultralow Freezer, Japonya)
sakland1. Biyokimyasal parametreleri calismak {izere derin
dondurucudan cikartilan akciger dokulari, yas doku agirliklart
tartildi ve kiiciik pargalara boéliinerek cam tiiplere konuldu.
Uzerine Tris-HCl tamponu eklenerek homojenizatér (Ultra
Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) ile 16000
devir/dk hizda {i¢ dakika siire ile dokular homojenize edildi.
Elde edilen homojenat 5000xg’ de bir saat santrifiijde
cevrilerek dokularin siipernatantlari elde edildi. Tim analiz
islemleri boyunca numune 6rnekleri +4 °C muhafaza edildi.
Akciger dokularinda ksantin oksidaz (XO) (15), adenozin
deaminaz (ADA) (16) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (17)
enzimleri ¢alisildi.

Istatistikler Windows 95-98 uyumlu SPSS® programi
yardim ile yapildi. Gruplarin dagilimina Non-parametrik
testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile bakildi.
Dort Grupta da yer alan tim sonuglar normal dagilim
gosterdiginden Parametrik testlerden one-way ANOVA testi
uygulandi, Post Hoc testlerden LSD (Least significant
difference) ile gruplar arasi anlamlilik incelendi. Istatistiksel
anlamlilik icin p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul
edildi. Degerler ortalama + ortalamanin standart hatast (SEM)
olarak verildi.

BULGULAR

Sonuglar Tablo-1’de kisaca oOzetlenmistir. Antioksidan bir
enzim olan GSH-Px enzim aktivitesi BLM verilen grupta
kontrol grubuna gore anlamli OSlglide diisiik bulunmustur
(p=0.0001). CAPE daha etkin olmak iizere E-vit ve CAPE,
GSH-Px aktivitesinde anlamli bir artmaya sebep oldu
(p=0.0001). BLM grubunda XO ve ADA enzimleri anlamli
sekilde yiiksekti (sirast ile p=0.003 ve p=0.0001). CAPE ve E-
vit ise BLM grubundaki bu yiikselmeyi onemli Olgiide
distirerek kontrol grubu seviyesine diistirmiistiir.

169



Firat Tip Dergisi 2007;12(3):168-172

Ozyurt ve Ark

Tablo 1. Deney gruplarinda akciger dokusu XO, ADA ve GSH-Px enzim aktiviteleri. Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi

(SEM) olarak verilmistir.

XO (U/g protein) ADA (U/g protein ) GSH-Px (U/g protein )
I- Kontrol (n=8) 0.163 £0.018 1.128 £0.075 6.29 £0.58
II- BLM (n=9) 0.223 £0.06 2.094 £0.150 2.33+0.57
IIT- BLM+E Vit (n=9) 0.099 +£0.18 1.938 £0.390 5.04+1.27
IV- BLM+CAPE (n=10) 0.172 £ 0.048 1.420 £0.100 5.23+0.48
P degerleri
I-1I 0.003 0.0001 0.0001
I-111 0.002 0.0001 0.002
I-IvV AD. AD. 0.005
II-111 0.0001 AD. 0.0001
II-1v 0.008 0.0001 0.0001
-1V 0.0001 0.0001 A.D.

AD: anlamli degil, n: gruplardaki sigan sayisi, XO: ksantin oksidaz, ADA: adenozin deaminaz, GSH-Px: glutatyon peroksidaz, BLM:

bleomisin, CAPE: kafeik asit fenetil ester, E-vit: E vitamini.

TARTISMA

Bleomisinin direkt olarak trakea ic¢ine uygunlandigi bu
deneysel caligmada, deney siiresinin sonunda, akciger
fibrozisinin beklenen klinik belirtilerinin  hemen hepsi
gozlendi. Sadece BLM verilen grupta (grup II), siganlarin
g0giis boslugu agildiginda ciplak gézle bile goriilebilen diffiiz
tipte fibrotik degisiklikler izlendi. Yine bu gruptaki si¢anlar 7.
giinden itibaren 14. giine dogru daha da artmis olarak
zayiflamaya ve hiriltili solumaya bagladilar. Zamanla solunum
sirasinda siganlarin burun kanatlar1 solunuma katilmaya bagladi
ve interkostal ¢ekilmeleri mevcuttu.

Istahlar1 zamanla azald1. Deneyin basladig1 giinlere gére
giinlik yem ve su tiketimi azalmaya basladi. Son giinlere
dogru  oOzellikle BLM grubunda daha fazla olmak iizere
bazilarmm burunlarinda muhtemelen hemoptiziye bagl
kanamalar goriildii. Bu klinik bulgular E-vit grubunda daha
hafif seyirli idi. CAPE grubunda ise kontrol grubu ile hemen
hemen ayni klinik tablo mevcuttu.

Rahman ve ark. akcigerin antioksidan savunmasinda
Glutatyonun (GSH) kritik bir 6neme sahip oldugunu ve
ozellikle hava yollari epitelinin oksidan hasardan ve inflamas-
yondan korunmasinda esansiyel oldugunu savunmuslardir (18).
GSH’in redoks durumundaki dengesizlikler, inflamatuar
akciger hastaliklarinda proinflamatuar genlerin transkripsiyon-
una yol agmaktadir (19). Dolayistyla CAPE’nin GSH-Px enzim
aktivitesini indirekt yoldan artirmak i¢in verilmesi mantikli bir
girisim olabilir. Ciinkii bu bilesik GSH’in sentezine ve
rediiklenmesine katkida bulunarak GSH-Px enzim aktivitesini
artirabilecegi diisiincesindeyiz.

Bleomisinle olusturulan fibrozis {izerine oral erdosteinin
etkilerinin arastirildigi bir calismada BLM verilen siganlarin
akciger dokularinda antioksidan enzimlerden superoksid
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz enzim aktivitelerini
yiiksek oldugu bulunmustur.
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Akciger fibrozisi iizerine CAPE’nin etkilerinin
arastirildig1 bir baska arastirmada bleomisin verilen grupta
SOD ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde kontrol gruplarina
gore azalma tespit edilmistir.

Yine her iki ¢alismada da BLM verilen siganlarin akciger
dokularmmda serbest oksijen radikallerine bagl lipit
peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit (MDA) ve dokudaki
fibrozisin direkt gostergesi olan hidroksiprolin seviyeleri artmis
olarak bulunmustur (14,20).

Bizim bu ¢alismamizda da BLM uygulanan grupta GSH-
Px enzim aktivitesini daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak
diismiis olarak bulduk (p=0.0001). Bu azalmanin sebebi, BLM’
nin direkt olarak enzimlerin protein yapilarinin iizerine etkisi
sonucu veya indirekt bazi mekanizmalari harekete gecirmesi ile
meydana gelmis olabilir. Ornegin BLM akciger dokusunda
asir1  diizeyde birikerek ROS iiretimini arttirdiginda, bu
antioksidan enzimler bu oksidatif stresi giderebilmek igin agiri
bir aktivite gosterip sonunda yikilmis olabilirler. Anlasiliyor ki,
antioksidan 6zellikteki CAPE ve E-vit serbest radikal siipiiriicii
ozelliklerinden dolayr GSH-Px aktivitesinin artmasina sebep
olmus (p=0.0001) ve kontrol grubu seviyesine yaklagtirmis
olabilir.

Ksantin oksidaz, oksidaz (XO) ve dehidrogenaz (XDH)
isoformlar1 seklinde bulunur (21). Cogu dokularda NAD'-
bagimli dehidrogenaz enzimi baskindir fakat tiol gruplar
oksidasyona veya proteolize ugradigr zaman oksidaz formuna
cevrilir (22). XDH-XO donlisimii ve hipoksantin olugumu
reperflizyon hasarini takiben organlarin yeniden oksijenlenmesi
sonucu oksidatif hasarda meydana gelir (23). XO enzim
seviyesinin yilikselmesi Akut Respiratuar Distres Sendromlu
(24) hastalarin plazmasinda ve ¢ogu organlarin iskemi
reperflizyon hasarlarinda gosterilmistir (25-27). Daha 6nceki
yapilan ¢aligmalara bakildiginda XO ve ADA enzim
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aktivitelerindeki artigin muhtemel sebebi akcigerlerdeki hasarin
bir sonucu olabilir (28,29).

BLM  serbest radikal {reterek DNA  hasari
olusturdugundan (4,5) piirin bazlart katabolizmasinin bir
gostergesi olan XO ve ADA enzim aktivitelerinde BLM verilen
grupta anlamli derecede artisa sebep olmustur (sirasiyla;
p=0.003; p=0.0001). CAPE antioksidan etkisi ile DNA’ y1
oksidatif hasardan koruyarak piirin bazlarinin yikimini azaltip
XO ve ADA enzim aktivitelerini kontrol grubu seviyesine
yaklastirmistir.

Antioksidan madde olan CAPE ve E vitamini piirin
katabolizmasini azaltarak olumlu yonde etki gdstermis ve hatta
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