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Ozet

Bu ¢alismada kanser kemoterapisinde kullanilan 5-Flu-
orourasilin (5-FU) tavsan eritrosit antioksidan enzim ak-
tiviteleri ve lipit peroksidasyonu {izerine etkilerini arastirmay1
amagladik. Bu ¢alisma yaklasik 2300-2500 g agirligindaki al-
bino tipi Yeni Zelanda tavsanlar {izerinde yapilmistir.
Tavsanlar 7'ser adet olarak dort gruba ayrilmistir. Grup I'e
serum fizyolojik, Grup Il'yve 5 mg/kg 5-FU, Grup Il'e
10 mg/kg 5-FU ve Grup IV'e 20 mg/kg 5-FU intraperitoneal
(i.p.) yolla her sabah saat 09.00'da, 5 giin siire ile uygulan-
mistir. Tim gruplarda eritrosit siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (KAT), glukoz 6-fos-
fat dehidrogenaz (G6PD) aktivite diizeyeri ile eritrosit malon-
dialdehid (MDA) diizeyleri tesbit edilmistir. 5-FU tatbik
edilen gruplarda Grup I'e gore 5-FU dozaji arttirildik¢a
eritrosit antioksidan enzim aktivite diizeylerinde 6nemli diisiis,
eritrosit MDA diizeylerinde ise Onemli artis goriilmiistiir.
5-FU'nun olusturdugu oksidatif stresin, antioksidan savunma
sistemini baskilarken lipid peroksidasyonunu arttirdig:
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 5-Fluorourasil, Eritrosit,
Antioksidan enzimler, Lipit peroksidasyonu
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Summary

To investigate the effect of 5-Fluorouracil (5-FU) which
is used for cancer chemotherapy on lipid peroxidation and an-
tioxidant enzyme activities of rabbit erythrocyte. This study
was performed on the New Zeland rabbits (albino type) with
the weight of between 2300 and 2500 g. The rabbits were de-
vided into four groups, and every group consisted 7 rabbits.
Isotonic NaCl was applied to the Group I, 5-FU was applied
intraperitonealy one a day for five days at 0900 with the fol-
lowing concentrations, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 20 mg/kg, for
Group II, Group III, and Group IV, respectively. In all groups,
erythrocyte superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxi-
dase (GSH-Px), catalase (CAT), and glucose 6-phosphate de-
hydrogenase (G6PD) activities and erythrocyte malondialde-
hyde (MDA) leves were studied. It was observed that while 5-
FU doses were increasing, erythrocyte antioxidant enzyme
activities were significantly decreased; however, erythrocyte
MDA levels were significantly increased. It has been thought
that oxidative stress occured by 5-FU depresses antioxidant
defense system, but increases lipid peroxidation.

Key Words: 5-Fluorouracil, Erythrocyte,
Antioxidant enzymes, Lipid peroxidation
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Son yillarda serbest radikallerin pek ¢ok
hastalikta ve aym1 zamanda fizyolojik yaslanma
siirecinde rol oynadiklar1 kabul edilmektedir.
Cesitli hastaliklarda reaktif oksijen tiirlerinin olus-
masi, bu radikallerin ve yan tirlinleri olan lipit per-
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oksitlerinin hasar meydana getirme potansiyel-
lerinin anlasilmasi dikkatleri bu yone ¢ekmistir.
5-FU florlanmis bir pirimidin antimetabolitidir.
Bazi tlimor hiicrelerinde, normal pirimidin baz
olan urasilin normal hiicrelere gore daha fazla kul-
lanildiginin gézlenmesi iizerine sentezlenmis bir
antineoplastik ilactir (1). Timidilat sentetaz, uridilat
(dUMP)"1 timidilat (dTMP)'a doniistiiriir. Timidilat
sentetaz metil grubunu N3, N!%-metilen tetrahidro-
folat'tan alir. Bu reaksiyonda tetrahidrofolat
(THF)'dan bir karbon birimine ek olarak 2 hidrojen
atomu da pteridin halkasindan gelmis olur. Boylece
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THF, dihidrofolat (DHF)'a oksitlenir. 5-FU, bir
timin analogudur ve timin analoglar1 timidilat sen-
tetazt inhibe ederler. Bunlar antitiimdr ajanlari
olarak tipta kullanilir. DHF'in THF'a indirgenmesi-
ni dihidiofolat rediiktaz enzimi gerceklestirir. Bu
folat analoglar1 THF'1 azaltarak hem piirin sentezi-
ni inhibe ederler, hem de dUMP'nin dTMP'ye meti-
lasyonunu engellerler. Boylece DNA'nin esansiyel
bilesenlerinden olan dTMP'nin hiicresel kon-
santrasyonunu azaltmis olurlar. Bu nedenlerden
dolay1 folat analoglar1 verilince DNA sentezini in-
hibe ederek hiicre ¢ogalmasini yavaglatir.
Niikleotid prekiirsorlerinin olugsumunu azaltarak,
DNA'nin replikasyonunu yavaslatan ilaglar, bu ne-
denlerden dolayi kanser hiicrelerinin ¢ogalma
hizin1 azaltmak amaciyla kullanilmaktadir (2).

Ote yandan kanser kemoterapisinde kullanilan
5-FU, neoplastik hiicrelerin biiyiime ve c¢ogal-
malarint durdurmay1 veya tamamen yok edilmeleri-
ni amaglayan kemoterapotik ajandir. Kanserli
hiicrelere olan etkilerinin yan1 sira, viicutta bir ¢ok
yan etki olusturmaktadir. 5-FU' in baslica yan etki-
leri; gastrointestinal bozukluklar, kemik iligi
depresyonu, istahsizlik, bulanti ve kusma en sik
goriilenlerdendir. Belirgin sekilde 16kopeni yapa-
bilir. Intravendz infiizyona basladiktan 48 ile
72 saat sonra tehlikeli derecede koroner spazmina
neden olur (3,4). Ayrica 5-FU alopesi, dermatit
pigmentasyon gibi cilt toksisitesi belirtilerine ne-
den olabilir (5). Arrick ve ark (6) siklofosfamid,
metotreksat, 5-FU kombinasyonu (CMF) metabo-
litlerinin, eritrositlerdeki antioksidanlarin glutatyon
gruplarina ve tiyo gruplarina direkt olarak bagla-
narak enzim aktivitelerinin inhibe ettigini sap-
tamiglardir. Bu nedenle serbest oksijen radikalleri
lizerine olan etkilerinin nasil olacagi ¢aligmamizin
amacini olusturmaktadir. Bir antineoplastik ajan
olarak, 5-FU'in organizmadaki yan etkilerinin bir
boliimiiniin serbest oksijen radikalleri iizerinden
oldugunu gostermektedir. Biz bu c¢alismada,
5-FU'in farkli dozlarinin tavsanlarda eritrosit SOD,
GSH-Px, KAT, G6PD aktiviteleri ile eritrosit MDA
diizeylerine ne sekilde etkiledigini arastirmay1
amacladik.

Materyal ve Metod

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi Deneysel Caligma Laboratuvart ve
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Klinik Biyokimya Laboratuvarinda yapildi. Bu
calisma yaklasik 2300-2500 g agirligindaki albino
tipi Yeni Zelanda tavsanlar iizerinde yapilmistir.
Tavsanlar 7'ser adet olarak dort gruba ayrilmistir.
Grup I'e serum fizyolojik, Grup I'ye 5 mg/kg
5-FU, Grup HlI'e 10 mg/kg 5-FU ve Grup IV'e
20 mg/kg 5-FU intraperitoneal (i.p.) yolla her
sabah saat 09.00'da, 5 giin siire ile uygulanmstir.
Tavsanlar pellet yem ve su ile beslenmistir. 5. glin
en son verilen yemden 10 saat sonra, a¢ olarak eter
anestezisi altinda tavsanlar dekapite edilmistir ve
kalplerinden S'er cc kan alinmistir. Kan ornekleri
K3 -EDTA'lh 2 ayr1 CBC tiipline esit miktarda
aktarilmistir. Orneklerin birinden kan sayimi
yapilmistir. Diger kan 6rnegi +4°C'de 3000 rpm'de
10 dakika santrifiij edilerek plazmasi ayrilmistir.
Eritrositler 140 mM NaCl ve pH'1 7.4 olan 40 mM
fosfat tamponu ile 3 kez yikanmistir. Yikanmis
eritrosit siispansiyonundan MDA diizeylerine
bakilmistir. Kalan eritrosit siispansi-yonu f-
merkaptoetanol [(2.7 mM EDTA, (pH 7.0)
icinde)] ile hemoliz edilmistir. Hemolizat +4°C'de
5000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek hiicre
partikiilleri ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatan hemoglo-
bin diizeyi ile eritrosit SOD, GSH-Px, KAT ve
G6PD aktivite diizeylerini tesbit etmek i¢in kul-
lanilmistir (7).

Eritrosit SOD ve GSH-Px aktiviteleri ticari kit
(sirasiyla Ransod Randox Laboratories, Ransel
Randox Laboratories, UK) kullanilarak spektrofo-
tometrik yontemle 6l¢iilmiistiir. Siiperoksit dismu-
taz cesitli yollarla ortaya c¢ikan siiperoksit
radikalinin H,0O,'ye dismutasyonunu katalizler.
SOD aktivitesi, ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sis-
temi tarafindan tretilen siiperoksit radikalinin, 2-
(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolium
kloriir (INF) ile meydana getirdigi kirmizi renkli
formazon boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) spektrofotometrik olarak
Olglimii esasina dayanarak olgiildii. Sonuglar
U/gHb cinsinden hesaplanmistir (8).

Glutatyon peroksidaz, H,O, tarafindan rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiik-
seltgenmesini katalize eder. GSH-Px reaksiyonun-
da olusan GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve
NADPH yardimiyla GSH'a indirgenir. GSH-Px
aktivitesi, NADPH''In NADP*ye yiikseltgenmesi
sirasinda olusan absorbans farkinin 340 nm'de
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okunmasiyla 6l¢iilmiistiir. Sonuglar U/gHb cinsin-
den hesaplanmustur.

Eritrosit KAT aktivitesi Aebi'nin metodu ile
Olciilmiistiir (9). Deneyde 240 nm dalga boyunda
H,0, miktarinin katalaz tarafindan azaltilmasi, 15
saniye araliklarla 2.5 dakika siiresince belirlendi.
Hesaplanan regresyonlara gére her bir analiz igin
uygun absorbanslar alinarak U/ml ekstrakt olarak
katalaz aktivite degeri elde edildikten sonra
sonuglar U/gHb cinsinden hesaplanmustir. Eritrosit
yapisindaki hemoglobin miktarmin 6l¢iimii igin
siyanmethemoglobin  olusumu temeline dayali
Drabkin yontemi kullanilmigtir (10).

Eritrosit G6PD aktivitesi, Beutler'in yontemi
ile Olgllmiistiir (11). G6PD, NADP* varliginda
glukoz 6-fosfat, 6-fosfoglukonata oksitlenirken bu
esnada okside NADP* NADPH + H*'a rediiklenir.
G6PD aktivitesi NADPH + H'™m artan apsorbans
hizinin 340 nm'de spektrofotometrik olarak
Ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir.

Eritrosit MDA diizeyi, Valenzuela'nin tanim-
ladig1 spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir
(12). Tiyobarbitiirik asit (TBA) varliginda 100°C'de
kaynatilarak 532 nm'de maksimum absorbans
veren stabil kirmizi-pembe rengin dl¢iil-mesi esasi-
na dayanir. Hemoglobin interferensinin giderilmesi
amactyla hemoglobinin maksimal absorbans
verdigi 600 nm absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir.
532 nm absorbans degerlerinden 600 nm
degeri cikarilarak hemoglobin interferensi elimine
edilmistir. Eritrositler ve serum i¢in maksimal ab-
sorbans veren 532 nm dalga boyundaki MDA-TBA
ekstinsiyon katsayisindan (1.56x 10%/cm.M) yarar-
lanilarak eritrosit MDA diizeyi nmol/gHb olarak
belirlendi. Tim spektrofotometrik Ol¢iimlerde
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Schimadzu marka UV-1208V (Japan) spektrofo-
tometre kullanilmstir.

Istatistiki degerlendermeler icin "SPSS 7.50
for Windows" istatistik paket programindan yarar-
lanilmistir. Veriler, aritmetik ortalama + standart
sapma seklinde ifade edilmistir. Farkli gruplarin or-
talamalarinin karsilastirilmasinda Mann-Whitney
U, aralarmdaki iliskilerin belirlenmesinde Pearson
kolerasyon analizi kullanilmistir.

Bulgular

Eritrosit SOD aktivite diizeyleri Grup I'de,
2152+ 538, Grup II'de 1901+ 615, Grup III'de
1772+ 434, Grup IV'de 1529+ 361 U/gHb olarak
saptanmistir. Grup II ve III'deki eritrosit SOD ak-
tivitelerindeki, Grup I'e gore olan diisiikliik, istatis-
tik onemde bulunmamistir.Oysa, Grup IV'deki e-
ritrosit SOD aktivitesi, Grup I'den anlamli olarak
distiktiir (p<0.05) (Tablo 1).

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri Grup I'de 41.18+
9.36, Grup II'de 35.68+ 12.90, Grup Ill'de 27.11
5.33, Grup IV'de 22.35+ 4.95 U/gHb olarak sap-
tanmistir. Grup III ve IV'de eritrosit GSH-Px
diizeyleri Grup I'e gore anlamli dereecede diisiik-
tiir (p<0.01) (Tablo 1).

Eritrosit KAT aktiviteleri Grup I'de 2.2+0.81,
Grup II'de 2.13+0.51, Grup III'de 1.84+0.62, Grup
IV'de 1.20+0.43 U/gHb olarak saplanmistir. Grup
IT ve III'de eritrosit KAT ativiteleri Grup I'e gore
disiiktiir, fakat istatistiksel oneme sahip degildir
(p> 0.05). Grup I'de eritrosit KAT aktivitesi ise
Grup IV'dekinden istatistiksel olarak anlamli dere-
cede yiiksek bulunmustur (p<0.01) (Tablo 1).

Eritrosit G6PD aktiviteleri Grup I'de 15.64+
3.43, Grup II'de 13.62+ 4.00, Grup II'de 10.57+

Tablo 1. Gruplarin eritrosit SOD (U/gHb), GSH-Px (U/gHb), KAT (U/gHb), G6PD (U/gHb) aktivite diizey-
leri ile eritrosit MDA (nmol/gHb) diizeylerinin aritmetik ortalama + SD degerleri ile istatistiksel anlamlilik-

lar1

GRUPLAR SOD GSH-Px CAT G6PDH MDA
Grup I 2152 + 538 41.18 £9.36 2.20+0.81 15.64 +3.43 1559 + 425
Grup II 1901 £ 615 35.68 +£12.09 2.13+£0.51 13.62 + 4.00 2155 £ 426*
Grup 111 1772 + 434 27.11 £ 5.33%** 1.84 +£0.62 10.57 £ 3.12* 2290 + 577*
Grup IV 1529 + 361* 22.35 £ 4 95%* 1.20 £ 0.43* 737 £1.97** 2421 £ 423%*
* p<0.05

** p<0.01

T Klin J Med Sci 2000, 20
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Sekil 3. Gruplara gore KAT enzim aktivite diizeyleri.

3.12, Grup IV'de 7.37+ 1.97 U/gHb olarak saptan-
mustir. Grup III ve IV'deki G6PD aktiviteleri Grup
I'dekinden anlamli olarak diisiik bulunmustur
(swrastyla p<0.05, p<0.01) (Tablo 1).

Eritrosit MDA diizeyleri Grup I'de 1559+ 425,
Grup II'de 2155+ 426, Grup II'de 2290+ 577, Grup
IV'de 2421+ 423 nmol/gHb olarak saptanmistir.
Grup II, III ve IV'deki eritrosit MDA diizeylerinin,
Grup ['dekinden istatistiksel olarak anlamli dere-
cede yiiksek oldugu gozlenmistir (sirastyla p<0.05,
p<0.05, p<0.01) (Tablo 1).

Tilim tavsanlar birlikte degerlendirildigi zaman
(n=28) eritrosit KAT aktiviteleri ile eritrosit GSH-
Px aktiviteleri arasinda (r=0.384, p<0.05), eritrosit
KAT aktiviteleri ile eritrosit G6PD aktiviteleri
arasinda (r=0.579, p<0.01) ve eritrosit GSH-Px ak-
tiviteleri ile eritrosit MDA diizeyleri arasinda
(r=0.519, p<0.05) istatistiksel olarak anlamli kore-
lasyon bulunmustur. Sekil 1-5'de Gruplarin eritrosit
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Sekil 5. Gruplara gére MDA diizeyleri.

SOD, GSH-Px, KAT, G6PD aktiviteleri ve eritrosit
MDA diizeyleri grafik olarak sunulmustur.

Tartisma

Caligmamizda, 5-FU'nun degisik dozlariin,
1.p. (intraperitoneal) olarak verildiginde, tavsan erit-
rositlerindeki antioksidan enzim aktivitelerine ve

T Klin Tip Bilimleri 2000, 20
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MDA diizeylerine yaptig etkileri arastirdik. 5-FU'nun
degisik dozlarda, Tavsanlarda antioksidan enzim
aktivitelerine ve MDA diizeylerine etkisine dair lit-
eratiirdeki ilk deneysel c¢alisma bizim c¢alis-
mamizdir. Calismaya alinan tavsanlarin tiimii
saglikliydi ve malign hastaliklar1 yoktu. Bu neden-
le 5-FU'nun antioksidan sisteme etkisini, malign
hastalik etkisi olmadan net olarak belirleme imkani
bulduk. Daha 6nce yapilan klinik ¢alismalarda, an-
ti timor ilaglarin (CMF) antioksidan enzim ak-
tivitelerini azalttig1 (13,14,15) bildirildigi gibi, biz-
zat timOr dokusunun bu enzim kompleks ak-
tivitelerini diistirdiigii ve lipid peroksidasyon artisi-
na neden oldugu (6,16,17) da gosterilmistir.

Subremaniam ve ark (13), Bewick ve ark (15),
CMF ile tedavi edilen meme kanserli hastalarda
eritrosit SOD, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon s-transferaz (GST), KAT ve G6PD ak-
tivitelerini, hasta grubunda normal insanlarin erit-
rositlerindekinden daha diisiik bulmuslardir.
Benzer olarak, Gonzales ve ark (14), CMF alan ma-
lign hastalarin eritrositlerinde, SOD, GSH-Px ve
KAT enzim aktivitelerinin azaldigini ortaya koy-
muglardir. Yiming ve ark (16), CMF ile tedavi
edilen meme kanserli hastalarda serum Selenyum
diizeylerinin diismesine bagli olarak eritrosit GSH-
Px, GST aktivitelerinin diistiigiinii bildirmiglerdir.
Arrick ve ark (6) ise, CMF metabolitlerinin, erit-
rositlerdeki antioksidanlarin glutatyon ve tiyo
gruplarina direkt olarak baglanarak enzim ak-
tivitelerini inhibe ettigini saptamislar ve s6z konusu
anti-timor ilaglarin antioksidan enzim aktivitesine
etkilerini agiklayan bir bilgi getirmislerdir.

Ote yandan, Efemble ve ark (17), timér
dokusunun bizzat kendisinin antioksidan enzim in-
hibitorlerini irettigini ileri siirmiisler, Dormandy ve
ark (18), anormal olarak ¢ogalan malign hiicrelerde
lipid peroksidasyonunun arttigini gdstermislerdir.
Subramanian ve ark (19) ise CMF tedavisi almig
ve tedavi almamis gogiis kanserli hastalarda
kontrol grubuna gdre serum, eritrosit ve eritrosit
membran MDA diizeylerinin arttigmi bildirmis-
lerdir. Boyd ve ark (20). ise, meme kanserinde
eritrosit membraninin serbest radikal hasarina du-
yarli olan poliansatiire yag asitlerince zengin
oldugunu goézlemislerdir.

Bizim bulgularimiza gore, 5-FU'in intraperi-
toneal (i.p.) uygulama dozu arttik¢a, antioksidan

T Klin J Med Sci 2000, 20
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enzim aktiviteleri daha fazla diigmekte ve lipid pe-
roksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizey-
leri artmakta idi. Bu bulgular, anti-tiimor bir ilag
olan 5-FU'in kendisinin, basli basina serbest radikal
artisina neden oldugunu gdstermektedir. Bu durum,
5-FU ile anti-tim6r tedavinin, tiimorlii hastalarda,
tiimore bagli olarak artmis olan oksidan aktivite ve
lipid peroksidasyonunu arttiracagini diisiindiirmek-
tedir.

Sonug olarak, klinikte 5-FU ile tedavi edilen
hastalarda, ilag dozunun artmasi ile oksidan stresin
daha fazla arttigin1 hatirda tutmak gerekir kanisin-
dayiz.
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