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Ozet

Amacg: Bu calismada deneysel olarak i.t. BLM uygu-
lanmasi ile sican akcigerinde olusturulan fibrozisde
E vitamini (E vit) ve erdosteinin hekzokinaz (HK),
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz  (G6PD), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve malat dehidrogenaz (MDH)
enzim aktiviteleri iizerine etkilerinin arastirilmasi
planlandi.

Gereg ve Yontem: Sicanlar 1. kontrol (n=8), II. BLM
(i.t. tek doz, 7.5 ii’kg) (n=9), II1. BLM + E vit (intra
peritoneal, 10 mg/kg, 16 giin) (n=9), IV. BLM +
erdostein (oral, 10 mg/kg, 16 giin) (n=10) seklinde 4
gruba ayrildi.

Bulgular: Kontrol grubu ile BLM grubu
karsilastirildiginda, akciger dokusu HK, G6PD,
LDH ve MDH aktivitelerinde BLM grubunda 6nem-
li artis oldugu bulundu. BLM grubu ile BLM + E vit
ve BLM + erdostein gruplan karsilastirildiginda
biitiin enzim aktivitelerinde kontrol grubuna yakin
onemli bir azalma oldugu gozlendi.
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Sonu¢: BLM diger dokulara kiyasla cok fazla etki-
ledigi akciger dokusunda, glukozun girdigi ana
metabolik yollarin enzimlerini olumsuz yonde etki-
ledigi, E vit ve erdosteinin ¢alisilan enzim aktiviteleri
iizerine daha c¢ok koruyucu yonde etki gosterdigi
soylenebilir. Bununda muhtemel sebebinin,
BLM'nin akciger dokusu hasar1 olustururken
serbest oksijen radikallerini olusturmasi, buna
karsihk uyguladigimiz antioksidan karakterli E vit
ve erdostein maddelerinin serbest radikal siipiiriicii
etkileri ile kismen hiicre ve doku biitiinliigiinii koru-
yarak stabilizasyon saglamasi oldugu soylenebilir.

Anahtar Kkelimeler: Bleomisin, fibrozis, metabolik
enzimler, E vitamini, erdostein

The efficacy of vitamin E and erdosteine on
metabolic enzyme activities of bleomycin-induced
lung fibrosis in rats

Abstract

Purpose: In this study the effect of vitamin E and
erdosteine on the activity of hexokinase (HK), glu-
cose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), lactate
dehydrogenase (LDH) and malate dehydrogenase
(MDH) has been assessed in BLM induced lung
fibrosis in rats.

Materials and Methods: Rats were divided into four
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groups; I-Control (n=8), II- BLM (i.t. one dose 7,5
u/kg) (n=9), I1I- BLM + vitamin E (intraperitoneal,
10 mg/kg, 16 day ) (n=9), IV- Blm + erdostein (oral,
10 mg/kg, 16 day) (n=10).

Results: The activities of HK, G6PD, LDH and MDH
were measured in lung tissue. There was significant
increase in enzyme activities in treated rats com-
pared to controls. All of the enzyme activities signi-
ficantly decreased nearly to the levels of controls in
both of the treatment groups (BLM + vitamin E and
BLM + erdosteine). The reduction in enzyme activi-
ties were similar between treatment groups (BLM +
vitamin E and BLM + erdosteine).

Conclusion: BLM alters the enzyme activities of
main metabolic pathway (especially on lung tissue).
It may be suggested that there were preventive
effects of vitamin E and erdosteine on the activities
of HK, G6PD, LDH and MDH in lung tissue. These
results indicate that erdosteine may be a promising
drug for protection against bleomycin-induced lung
fibrosis.

Key words: Bleomycine, fibrosis, metabolic enzymes,
vitamin E, erdosteine

Oliimle sonuglanan pulmoner fibrozis (PF) ilk olarak
yaklagik 75 yil once ortaya ¢ikmig, Hamman ve Rich
tarafindan tanimlanmigtir. Daha sonra degisik derece-
lerde PF'li akut ve kronik akciger bozukluklar1 tanim-
lanmis olup ¢ogunlukla interstisyel akciger hastaliklar
olarak bahsedilmistir (1,2). PF'in temelinde heniiz agiga
kavusturulmamis bir ¢ok faktor vardir. Anormal akciger
fizyolojisi ve kollojen, elastin ve proteoglikan gibi bir
¢ok matriks molekiillerinin asir1  Uretimi ile
karakterizedir (3).

Bleomisin (BLM); bazi lenfoma tiirleri, germ hiicre
tiimorleri, bag-boyun kanserleri gibi bir ¢ok malignen-
side antikanserojen ila¢ olarak kullanilan sitotoksik bir
antibiyotiktir. Tedavi amaciyla BLM uygulandiginda en
cok deri ve akcigerde konsantre oldugu goézlenmis,
dolayisiyla ilacin yan etkisi de en sik bu organlarda
goriilmektedir. Ilag kullanim1 esnasinda akcigerde kol-
lojen yikimi azalirken yapimi biiyiik oranda artmakta ve
sonug olarak baz1 vakalarda PF gelismektedir. BLM'nin
olusturdugu degisimler sonucu ortama gé¢ eden infla-
matuvar hiicrelerden bir¢cok oksijen metabolitinin
salindig1 ve DNA kiriklar dahil birgok yapisal fonksi-
yon bozukluklarinin ortaya ¢iktigi da son zamanlarda
BLM toksisitesi hakkinda bildirilen gelismelerdir.
Biitiin bu ¢alismalara ragmen hasarin mekanizmasi
heniiz tam olarak agiklanabilmis degildir (4,5,6).

Bleomisin ile olusturulan PF modeli, hastaligin asa-
malarmi agiga kavusturmak i¢in kullanilan en 6nemli
modeldir. Kollojen ve elastinin dokudaki artiginin gos-

terilmesinden bagka son yillarda arastiricilar matriksin
temel yapisindaki degisikliklere yonelmislerdir (7).

Erdostein son yillarda gelistirilmis akciger hastalarin-
da mukolitik ve ekspektoran olarak kullanilan bir ilagtir.
Brongiyal mukus salgisini seyreltici ve ekspektoran
ozelligi yaninda, hem serbest radikallerin olugumunu
engelleyerek hemde elastaz enziminin aktivitesini
inhibe ederek etki gosterir. Viicuda alindiktan hemen
sonra aktif metaboliti olan N-thioglycolylhomocysteine
(Met I) haline ¢evrilmektedir. Met I'in yapisinda bir¢ok
antioksidan karakterli maddeyle birlikte asil antioksidan
ozellikleri tastyan (-SH) grubu bulunmaktadir (8).

Bu ¢alismada; intratrakeal (i.t.) tek doz BLM uygula-
mast ile olusturulan akciger fibrozisinde doku hekzoki-
naz (HK), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), laktat
dehidrogenaz (LDH) ve malat dehidrogenaz (MDH)
enzim aktivitelerindeki degisiklikler ve E vitamini (E
vit) ile oral erdostein uygulamasinin BLM'in fibrozis
olusturucu etkisi {izerine koruyucu etkisinin olup
olmadiginin arastirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yontem

Caligmada kullanilmak iizere 36 adet Sprague Dawley
tipi erkek eriskin sigan (250-300 g), Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali Deney
Hayvani Yetistirme Birimi'nden temin edildi. Siganlar
diizenli olarak standart pellet yemle ve ¢esme suyu ile
beslendi. Kontrol grubu i¢in 8, sadece BLM ve BLM +
E vit uygulanacak gruplar i¢in 9'ar ve BLM + Erdostein
verilecek grup i¢in 10 sigan ayr1 kafesler ve bir kafese
en ¢ok 4 sican olacak sekilde ayrildi.

Kontrol grubundaki siganlara; 1. giin 10 mg/kg/giin
dozunda giinde 1 kez bikarbonat (NaHCO;) disposible
enjektor ucuna takilan kaniil yardimiyla mideye veril-
meye baslandi ve deney siiresince (16 giin) uygulandi.
Bikarbonat erdosteinle ayni ekimolarda olacak sekilde
ve bidistile suda ¢oziilerek hazirlandi. Bu gruba ayrica
3. giin i.t. olarak 250 ul fosfatla tamponlanmis steril
salin (PBS) tek doz uygulandi.

Bleomisin grubuna; 3. giin i.t. tek doz 250 pl PBS
iginde ¢Ozlinmiis 7.5 i/kg olacak sekilde BLM
(Bleocin; bleomycin hydrochloride; Nippon Kayaku
CO., Ltd., Tokyo, Japonya) uyguland (9).

Bleomisin + E vit grubuna; 1. giin intraperitoneal (i.p.)
E vit (Epynal-ROCHE) 10 mg/kg dozunda giinde 1 kez
uygulanmaya baglandi ve deney siiresince (16 giin)
tedaviye devam edildi. 3. giin ise tek doz i.t. BLM uygu-
land1 (10).

Bleomisin + Erdostein grubuna; 1. giin bidistile su
i¢inde bikarbonat ile birlikte ¢6ziinmiis erdostein 10
mg/kg dozunda giinde 1 kez disposible enjektdr ucuna
takilan kanil yardimiyla mideye verilmeye basland1 ve
deney siiresince (16 giin) verildi. 3. giin ise i.t. tek doz
BLM verildi (11-13).

Biitlin ilag uygulamalart her sabah saat 08:00'de
yapildi. 3. giin i.t. BLM uygulamalart ip. Img/kg
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Tablo 1. Bleomisin (BLM) uygulamasi sonras1 ve BLM uygulamasina kars1 uygulanan E vitamini
(E vit) ve erdostein tedavilerinin hekzokinaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz ve
malat dehidrogenaz enzim aktiviteleri {izerine etkileri.

Gruplar N HK G6PD LDH MDH
(mU/mg protein) (mU/mg protein) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
[-Kontrol 8 25.16 £0.7 54.85+2.4 3481+ 2.4 60.03 £4.3
[I-BLM 9 68.12+49 164.02 + 3.9 75.10+ 6.5 131.40+5.3
III-BLM+E vit 9 27.19+1.9 55.26+3.4 4295+2.5 69.75+£6.9
IV-BLM+Erdostein 10 33.84+£2.0 5522+22 3560 £ 1.1 58.30+£2.1
P Degerleri
I-IT 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
[-11I AD AD AD AD
-1V 0.045 AD AD AD
II-11T 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
II-1v 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Veriler Ortalama + standart hata olarak verilmistir. AD; anlamli degil. Hekzokinaz (HK), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH), malat dehidrogenaz (MDH).

xyalzine ile 0.5 ml/kg ketamin verilerek genel anestezi
altinda yapildi. Deneylerin son giiniine kadar siganlarin
tedavisi yapilirken kesi bdlgesini enfeksiyon riskine
karst korumak amaciyla giinliik yara bakimi (Batticon
soliisyonu ile) yapildi. Deney boyunca si¢anlarda
enfeksiyon gozlenmedi.

Bleomisin uygulanmasindan 14 giin sonra siganlara
Img/kg xyalzine ile 0.5 ml/kg ketamin genel anestezi
amaciyla i.p. verildi. Kalp atis1 devam eden hayvanlarin
gogiis bosluklari makas ile orta hat boyunca kesilerek
akciger dokular1 doku biitiinliigli korunarak ¢ikartildi.
Sivi azot tanki i¢inde donduruldu ve -85 °C'ye ayarli
derin dondurucuda (Nuaire -85 °C Ultralow Freezer,
Japonya) biyokimyasal testlerin yapilacag: giine kadar
muhafaza edildi.

Daha sonra derin dondurucudan g¢ikarilan akciger
dokular1 soguk bidistile su ile yikandi ve kurutma
kagidi ile kurutulduktan sonra yas doku agirliklan
kaydedildi, kiigiik pargalara ayrilarak cam tiiplere
konuldu. Uzerine Tris-HC1 tamponu [0.2 mM ve Tris
soliisyonu HCI soliisyonu 50/39.9 (v/v)] eklenerek
homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA
Labortechnic, Germany) 16000 devir/dakika hizda 3
dakika siire ile homojenize edildi. Homojenizasyon
islemleri esnasinda 1sinmay1 dnlemek igin kar dolu
kablar ve buz akiileri kullanildi. Olugsan homojenat 5000
x g'de 1 saat (+4 oC'de) santrifiijlenerek siipernatant
elde edildi. Siipernatantlar analiz islemleri esnasinda +4
°C'de muhafaza edildi.

Akciger dokusu HK, G6PD, LDH ve MDH enzim-
lerinin  aktiviteleri siipernatantda spektrofotometrik
olarak tayin edildi (14). Siipernatanlardan Lowrynin
tarif ettigi metodla protein tayinleri yapild (15).

Istatistiksel analizler statistical package for social sci-
ences (SPSS) programu ile yapildi. Gruplarin dagilim-
lart  Non-parametrik  testlerden  "one-sample
Kolmogorov-Smirnov Test" ile degerlendirildi. Gruplar
normal dagilim gosterdigi i¢in gruplarin kargilagtiril-
masinda parametrik testlerden "One-way ANOVA" testi
ve Post Hoc testlerden LSD (Least significance differ-
ence) kullanildi. Sonuglar ortalama standart hata
olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05
anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Sonuglar toplu halde Tablo 1'de verilmistir. Kontrol,
BLM + E vit ve BLM + Erdostein gruplarinda HK
enzim aktivitelerinin BLM grubuna gore istatistiksel
olarak arttif1 tespit edildi (p<0.001). Ayrica kontrol
grubu HK enzim aktivitesi BLM + Erdostein grubuna
gore yiiksek 6l¢iildii (p<0.05). Bunun yaninda, G6PD,
LDH ve MDH enzim aktiviteleri BLM grubunda diger
tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
olduklar1 goriildii (p<0.001). Kontrol ile BLM + E vit
gruplarinda tiim enzim aktiviteleri agisindan anlamli bir
fark yoktu (p>0.05). Ayrica kontrol ile BLM +
Erdostein gruplart arasinda G6PD, LDH ve MDH
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enzim aktiviteleri acisindan da anlamli farklilik
olmadig: tespit edildi (p>0.05).

Tartisma

Yaygin olarak kullanilan bir ¢ok antineoplastik ajan
gibi BLM de yan etkilerinden dolay1 kisitli kullanima
sahiptir. BLM akciger dokusunda birikmesi ve PF
modelinde yer almasi nedeniyle, PF c¢alismalariyla
BLM toksisitesine karsi tedavi edici dnemli sonuglar
elde edilebilecegi goriilmiistiir. Daha Once yapilan
calismalarda antineoplastiklerin toksisiteye yol agmada
kullandigr mekanizmalarin arasinda oksijen radikal
olusumunu 6nemli yer tuttugu gosterilmistir (16-18).
Toksik olaylarin baglamasindan sonra ciddi doku hasar-
lar1 goriilmektedir. Hiicrenin enerji kaynaginin esasini
elektron transport zinciri, dolayisiyla mitokondriler
olusturmaktadir. Burada motor gii¢ molekiiler oksi-
jendir, ¢linkil sonugta elektronlar oksijene aktarilarak su
ve ATP olusturulmaktadir. Yeterli oksijenin saglana-
madig1 durumlarda hiicrenin ATP deposu hizla tiiken-
mektedir. Depo enerjinin tilkenmesi bir dizi hiicresel
olayin bozulmasina yol acar; membrandan transport
islemleri yapilamaz, statik degil dinamik bir organel
oldugundan yeni molekiiller kontrollii olarak hiicre
membraninin yapisina girip ¢ikamaz, hiicre ici ve disi
ortamlar arasinda mevcut olan kimyasal ve elektriksel
farkliliklar korunamaz ve membran yavas yavas biitiin-
ligiinii kaybetmeye baslar. Akciger fibrozisi akciger
parankiminde kollajen proteinin asir1 bir sekilde artmasi
ve akcigerin normal fonksiyonlarinin kisitlanmasi
olarak tarif edilmektedir. Sonucta total akciger kapa-
sitesi, maksimum hava alip genisleme kapasitesi ve
oksijenlenme basaris1 azalir. Bu tip hastalarda goriilen
ilk belirtiler hipoksi nedeniyle ortaya g¢ikan asiri
solunum yapma istegidir. Hastalarda ve deney hayvan-
larinda olusturulan fibrozis modellerinde yapilan his-
tolojik ve morfolojik c¢alismalar, fibrozisin alveol
membranlarinin kalinlagsmasiyla bagladigini ve ardindan
koagiilasyon kaskatinin devreye girerek olay ilerlettigi-
ni gostermistir (19). Solunum sistemi bir biitiin olarak
degerlendirildiginde akcigerler internal bir organ olarak
gorev yapmakta, hem {iist solunum yollariyla gevresel
etkilere hem de yogun damarsal yapisindan dolay1 orga-
nizma i¢i endojen etkilere maruz kalmaktadir (20).

Yapilan bir ¢alismada, bir baska antineoplastik ilag
olan sisplatinin bobrek dokusunda lipid peroksidas-
yonunu anlamli bir sekilde arttirdigi, buna karsilik da
antioksidan enzimlerin (katalaz, glutatyon peroksidaz
ve glutatyon-S-transferaz) aktivitelerini azalttigi belir-
tilmistir (21). Daha 6nce yapilan ¢alismalar da sispla-
tinin lipid peroksidasyonu olusturarak bobrek ve
karaciger hasarina neden oldugu gosterilmistir (22,23).
Bizim ¢alismamizda, BLM grubunda kontrol grubuna
gore HK, G6PD, LDH ve MDH aktivitelerinde anlamli
bir artis oldugu tespit edildi. BLM uygulanan sicanlar-
da bu enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen artma

ile, BLM'nin akciger dokusunda meydana getirdigi
muhtemel hasar arasinda direkt bir iliskisinin oldugunu
distinmekteyiz. Sisplatinin bobrek dokusunda G6PD,
serumda glutatyon rediiktaz ve izositrat dehidrogenaz,
karacigerde izositrat dehidrogenaz ve aspartat amino-
transferaz aktivitelerini arttirdigi belirtilmistir (24).
BLM'nin PF yapici etkisiyle bizim sonug¢larimizin da
karsilastirilmas: sonucunda metabolik yol enzim-
lerindeki degisikliklerle BLM ile indiiklenen PF arasin-
da bir iliski olabilecegi ileri siiriilebilir.

Daha o6nce yaptigimiz bir ¢alismada antineoplastik
ajanlardan doksorubisinin kalp toksisitesine karsi
erdostein kullanildi (17). Sonugta doksorubisinin
benzer sekilde kalp dokusunda lipid peroksidasyonunu
artirarak hasara yol acgtig1 ve 151k mikroskopik diizeyde
de bu hasarin tespit edildigi goriildii. Erdostein oral
yolla uygulandigi zaman doksorubisinin kardiyotok-
sisitesine kars1 koruyucu etki gostermistir (25,26).
Erdostein tasidigi -SH grubu nedeniyle antioksidan
ozellik gosterdigi igin periferal nétrofillerin bu
fonksiyonlar: iizerine diizenleyici ve koruyucu etki-
lerinin olabilecegi diisiiniilmiis ve yapilan bir aragtirma-
da (27) sigara igen saglikli bireylerin PMNL'si {izerine
erdosteinin kemotaksisi diizenleyici yonde etki ettigi
gosterilmistir.

Bleomisin+Erdostein grubunda metabolik enzimlerde
BLM grubuna gore azalan aktivite erdosteinin koruyu-
cu etkisinin bir gostergesi olabilir. HK, glikolizde
glukoz'u glukoz-6-fosfat'a cevirerek merkezi bir rol
oynar (28). Pentoz fosfat metabolik yolunun 6nemli
anahtar roliinii oynayan ve ayni zamanda antioksidan
bir enzim olan G6PD, Glukoz-6-fosfat1 6-fosfoglukonu-
laktona doniistiiriir (29). Pentoz fosfat metabolik yolun-
da rediikleyici giice sahip olan NADPH molekiilleri
iiretilmektir. NADPH hiicrede bir ¢ok metabolik siirecte
rol alir. Bunlar arasinda yag asidi sentezi, kolesterol
sentezi, enerji liretimi ve ¢esitli biyosentez yollarda bir
elektron dondrii olarak, oksidatif hasara kars1 hiicreleri
korumak icin gerekli olan rediikte glutatyonun sentezi-
ni sayabiliriz (30,31). Glutatyon, toksik kimyasallara
karsi, hiicre savunma sisteminde rol alir (32). Ayrica
protein ve DNA sentezinde, hiicre membraninin biitiin-
ligiiniin korunmasinda ve enzim aktivitelerinin diizen-
lenmesinde 6nemli bir rolii vardir (32). Doku hasarinin
tamirinde NADPH, D-deoksiriboz 5-fosfat, D-riboz 5-
fosfat ve diger makromolekiillere ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Bunun yaninda BLM'ye bagli PF olusum
mekanizmasini engellemek icin oksidatif iiriinlerin
stipiiriilmesinde diger antioksidanlara ihtiya¢ duyulur.
Artan  glutatyon sentezi serbest radikallerin
stiptiriilmesini kolaylastirir. Fadillioglu ve Erdogan
yaptiklari caligmada erdostein uygulamasinin siganlarin
plazma ve eritrositlerinde glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini artirdigini géstermislerdir (33).

Sonu¢ olarak, erdostein tedavisinin hasarli dokuda
metabolik siireclerde 6zellikle glikoliz ve pentoz fosfat
yolunda biitiinliigii daha iyi koruyarak doku hasarini
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engellemede yararli oldugunu sdyleyebiliriz. Hiicresel
metabolizmanin oOzellikle pentoz fosfat yolunun bu
sekilde korunmasinin hiicresel savunmada Gnem arz
eden NADPH'In da yapiminda meydana gelebilecek
aksamalarin engellendigini ve bdylece doku hasarina
izin verilmedigini sdyleyebiliriz. Ancak koruyucu
mekanizmalarin daha iyi agiklanabilmesi daha detayl
ve Ozellikle in vitro ve in vivo g¢alismalarla sonuglarin
desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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