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Sicanlarda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisitede
bazi metabolik enzim aktiviteleri ve bunlar tizerine
E vitamininin etkileri *
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Ozet

Amag: Sisplatin insanlarda bas, boyun, akciger,
testis, ovaryum gibi bir ¢ok solid tiimorde etkili bir
antitiimor ila¢ olarak kullanilmaktadir. Tedavi
esnasinda serbest oksijen radikalleri iireterek basta
bobrek olmak iizere bir ¢cok organda toksisiteye
neden oldugu icin doz kisitlamasina gidilmektedir. E
vitamini (E vit) serbest radikal siipiiriicii bir antiok-
sidandir. Bu calismada sicanlarda sisplatine bagh
akut renal yetmezlik modelinde E vitamininin
koruyucu etkilerinin olup olmadig: arastirildi.

Gere¢ ve Yontem: Sicanlar 3 gruba ayrildi; Grup-I
(n=7), 3. giin serum fizyolojik intraperitoneal (i.p.)
olarak uygulandi. Grup-II (n=8), 3. giin tek doz 7
mg/kg sisplatin i.p. olarak uygulandi. Grup-III
(n=9), sisplatin+E vit, deney siiresince (toplam 7
giin) her giin i.p. olarak E vit 10 mg/kg 1x1 dozunda
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ve 3. Giinde 7 mg/kg sisplatin tek doz halinde i.p.
olarak verildi. Sisplatin verilisinden S giin sonra
sicanlarin bobrekleri genel anestezi altinda alindi.
Doku homojenize edildi ve siipernatant elde edildi.
Siipernatantdan hekzokinaz (HK), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH)
ve malat dehidrogenaz (MDH) aktiviteleri spektro-
fotometrik olarak olciildii.

Bulgular: Tek doz olarak verilen sisplatinin kontrol
grubuna gore diger iki grupta, MDH disindaki diger
enzimlerin aktivitelerinde istatistiksel olarak anlam-
I artisa neden oldugu goriildii. Sisplatin grubu ile
sisplatin+E vit grubu karsilastirildiginda, E vit
uygulanmasinin HK, G6PD enzim aktivitelerinde
istatistiksel olarak artisa neden olurken MDH
aktivitesinde azalmaya neden oldugu goriildii.
Sisplatin uygulanan gruplarin bobrek dokusu LDH
aktiviteleri arasinda anlamh bir degisme gozlenme-
di.

Sonug: Sisplatinin bobrek dokusunda olusturdugu
hasar esnasinda glikoliz ve pentoz fosfat metabolitik
yollarimin hasar1 simirlamak amaciyla aktive oldugu
ve E vit'in bu durumu daha da artirmasiyla koru-
maya cahstigi gozlendi. Bu sonuclar sisplatinin
istenmeyen yan etkilerinin daha etkili, ekonomik ve
kolay uygulanabilir ilaclarla onlenebilecegi veya
azaltilabilecegi konusunda alternatifler bulmada yol
gosterici olabilir.

Anahtar kelimeler: Sisplatin, nefrotoksisite, metabolik
enzimler, E vitamini, sigan
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The effect of vitamine-E on metabolic enzyme
activities during cisplatin-induced
nephrotoxicity in rats

Abstract

Purpose: Cisplatin is used as an effective antitumor
agent for treatment of many solid tumors such as
head, neck, lung, testis, ovaryum in human. Its usage
is limited due to its toxicity to many organs includ-
ing kidneys via free oxygen radicals. Vitamin E (Vit
E) is an antioxidant agent. The aim of this study was
to investigate whether Vit E is a protective agent
against cisplatin induced acute renal failure or not.
Materials and Methods: Rats were divided into three
groups: Group-I, %0.9 NaCl solution was injected
every day during the experimental procedure (n=7);
Goup-II, cisplatin was administrated single i.p. dose
of 7 mg/kg at 3rd day os the experimental procedure
(n=8); Group-III, Vit E was injected every day i.p.
dose of 10 mg/kg in addition to cisplatin injection
(n=9). The kidneys were removed under anes-
thetized 5 days after the cisplatin administration.
Tissue was homogenized and supernatant was sepa-
rated. The activities of hexokinase (HK), glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PD), lactate dehydro-
genase (LDH) and malate dehydrogenase (MDH)
were measured spectrophotometrically from super-
natant.

Results: Single dose cisplatin in two study group
caused statistically increase activities of all enzymes
except MDH in comparison with control group. Vit
E treatment resulted in higher activities of HK and
G6PD, but lower activity of MDH than only cisplatin
administration. There was no significant difference
in LDH activity between groups. In conclusion, gly-
colisis and pentose phosphate metabolic ways were
activated during cisplatin induced renal injury and
Vit E was try to protect the tissue from injury by
increasing the activities much more.

Conclusion: These results may help to show that cis-
platin induced undesired toxicities may be preven-
ted or decreased by cheapest ways.

Keywords: Cisplatin, metabolic
enzyme, vitamine-E, rat

nephrotoxicity,

Sisplatin  (Cis-dichlorodiammineplatinum [II],
CDDP); testis, over, mesane, bas-boyun, akciger,
bobrek, osteojenik ve uteroservikal karsinomalar gibi
bir ¢ok kanser tiirlinde yaygin olarak kullanilan en
etkili antikanser ilaglardan biridir. Bununla birlikte yiik-
sek doz sisplatin uygulamasi viicutta nefrotoksisite,
kemik iligi toksisitesi, gastrointestinal toksisite, ototok-
sisite ve periferik néropati gibi istenmeyen yan etkilere
siklikla sebep oldugu i¢in doz kisitlamasina gidilmekte-

dir (1-4). Sisplatinle olusturulan nefrotoksisiteyi ve
diger yan etkileri azaltmak i¢in deneysel ve klinik ¢alis-
malarda g¢esitli ilaglar kullanilmigtir. Yapilan calig-
malarla sisplatinin asir1 serbest radikal iiretimiyle oksi-
datif renal hasar yaptigina dair kanitlar ileri stirilmiistiir
(5-8). Bu yiizden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon,
selenyum, flavonoidler, dietil ditiyokarbamates,
erdosteine, kafeik asit fenetil ester (CAPE) ve Nigella
sativa ekstrakt gibi antioksidan maddelerin deney hay-
vanlarinda sisplatinle olusturulan nefrotoksisitede
koruyuculugu calisilmigtir (9-16).

E vitamini (E vit) dogada 8 tokoferolden olusan ve
yagda eriyen bir vitamindir. Bu 8 tokoferol i¢inde doga-
da en ¢ok bulunani ve en aktif olani alfa-tokoferol'diir.
E vit biyolojik sistemler i¢in 6nemli bir antioksidandir
ve dokularda 6zellikle membrandan zengin kisimlarda
yliksek konsantrasyonlarda bulunur. Bu membran bol-
gelerinde lipit peroksidasyonu zincirini kirarak hiicre
hasarini 6nler ve ayrica hiicre i¢i sinyal iletisinin normal
sekilde gergeklestirilmesi bu vitaminin varlig ile
miimkiin olur (17-19).

Bu deneysel ¢aligmada, sicanlarda sisplatin ile deney-
sel olarak akut bobrek yetmezligi olusturulmasi ve
bobrek dokusunda hekzokinaz (HK), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH) ve
malat dehidrogenaz (MDH) enzim aktivitelerini tespit
edilmesi ve bunlar iizerine E vit'in olumlu etkisinin olup
olmadiginin arastirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yontem

Calismada agirliklar1 250-300 g arasinda degisen 24
adet erkek erigskin Sprague Dawley cinsi sigan kul-
lanildi. Hayvanlara 12/12 saat gece/giindiiz periyodun-
da, standart sigan pellet yem ve ¢esme suyu verildi.
Deney gruplart su sekilde belirlendi: Grup 1 (n=7):
Kontrol, Grup 2 (n=8): Sisplatin ve Grup 3 (n=9):
Sisplatin + E vit. Kontrol grubundaki siganlara sadece
3. gilin intraperitoneal (i.p.) olarak sisplatinle esit
hacimde izotonik salin solusyonu uygulandi. Sisplatin
(Cisplatinum Ebewe, 0.5 mg/ml ) 3. glin 7 mg/kg viicut
agirhigl dozu i.p. olarak Zhang ve ark. tarafindan belir-
tildigi sekilde uygulandi (20). E vit grubuna deney
stiresince her giin i.p. olarak E vit (Evigen, 300mg/2ml,
ampul, Aksu) 10 mg/kg dozda 1x1 olarak uygulanmaya
basland1 ve 3. giin 7 mg/kg sisplatin tek doz halinde i.p.
olarak uygulandi. Sisplatin verilisinden 5 giin sonra
deneyin 7. glinliniin sonunda 1 mg/kg xylazine ile 0.5
ml/kg ketamin i.p. uygulanarak saglanan genel anestezi
altinda bobrek dokulart alindi. Biyokimyasal analiz
i¢in, bobrek dokusu ¢ikarildiktan sonra soguk (+4°C)
0.15 M'lik KCI ile yikand1 ve kurutma kagid ile kuru-
tuldu. Bobrek dokusu tartildiktan sonra pargalara ayrildi
ve bir homojenizator ile (Ultra Turrax Type T 25-B,
IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M'lik soguk KCI
¢ozeltisi iginde 16000 rpm'de 3 dakika homojenize edil-
di. Homojenizasyon islemi, 1sinmay1 dnlemek i¢in bir
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buz kabmin igerisinde gergeklestirildi. Elde edilen
homojenat 5000 g'de 1 saat (+4°C'de) santrifiijlenerek
siipernatant elde edildi. Analiz zamanimna kadar -40°
C'de bekletildi. HK, G6PD, LDH ve MDH enzimlerinin
aktiviteleri Mannheim ve ark.'larinin tarif ettigi sekilde
siipernatantda spektrofotometrik olarak tayin edildi
(21). Siipernatant protein tayini Lowry metoduna (22)
gore yapildi.

Istatistiksel Analizler: Istatistikler SPSS® 9.05 ile
yapildi. Gruplarin dagilimlart Non-parametrik testler-
den "One-sample Kolmogorov-Smirnov Test" ile
degerlendirildi. Gruplarin normal dagilim gdstermesin-
den dolay: istatistiksel karsilagtirma igin parametrik
testlerden "One-way ANOVA" testi ve post-hoc testler-
den LSD (Least significance difference) kullanildi.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Istatis-
tiksel anlamlilik i¢in p<0.05 anlaml olarak kabul edil-
di.

Bulgular

Bobrek dokusunda HK, G6PD, LDH VE MDH
aktiviteleri Tablo 1'de verilmistir. Sisplatin verilen
siganlarda kontrol grubuna gére HK, G6PD ve LDH
aktivitelerinde anlamli bir artma gozlendi. Bobrek
dokusu HK ve G6PD enzim aktivitelerindeki bu artma
sisplatin + E vit grubunda diger gruplara gore daha
fazlaydi. E vit + sisplatin ile sisplatin grubu arasinda
LDH aktivitesi agisindan anlamli fark go6zlenmedi.
Kontrol ile sisplatin grubu karsilastirildiginda bobrek
dokusu MDH aktiviteleri arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken sisplatin + E vit grubu MDH aktivitesi
diger iki grupdan anlaml derecede diisiik bulundu.

Tartisma

Viicudun tiim dokularinda ortaya ¢ikan gesitli kanser
tiirleri glinlimiizde Onemini gittikce artirmaktadir.
Diinya genelinde kanser tiirleri ile ilgili erken tani,
etyolojinin ortaya ¢ikarilmasi, patogenezin agiklanmasi
ve yeni tedavi sekilleri icin ilaglarin gelistirilmesi {ize-
rine olduk¢a fazla calisma yapilmaktadir (23,24).
Bunun yaninda giiniimiizde yaygimn olarak kullanilan
antineoplastik ajanlarin etkinligini artirmak ve yan
etkilerini azaltmak i¢in de yapilan ¢aligmalar artarak
devam etmektedir. Bazi ajanlarin kanser tedavisinde
oldukg¢a yaygin kullanilmalarina ragmen siklikla tiimdr-
li doku disindaki diger dokularda etkilenmekte ve ciddi
yan etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Bu yan etkilerin
goriilmesi ile birlikte birkag alternatif yol denenmekte-
dir. Tedavi protokolii degistirilebilmekte, bu da ¢ok
etkili olan bir ilag yerine daha az etkili bir ilaca
gecilmekle miimkiin olmaktadir ve arzu edilmeyen bir
secenektir. Diger bir segenek tedavi dozunda kisitla-
maya gidilmesidir. Bu da tiimér dokusunun istenen
oranda sinirlanmasina engel olabilmektedir. Diger bir
secenek ise bu istenmeyen yan etkileri 6nleyecek veya

azaltacak diger bir ajanin kullanilmasidir ki bu da
maliyeti oldukca artiran bir segenektir (25).

Sisplatin akciger tiimorlerinde ve bir ¢ok solid tiimdr
tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili ve ekonomik
tedavi saglayan onemli bir antineoplastik ajandir.
Ancak tedavi esnasinda bir ¢ok Onemli yan etki
goriilmektedir. Bunlardan en sik goriileni ve en ciddi
olan1 bobrek yetmezligidir ve doz kisitlamasina
gidilmesini gerektiren istenmeyen bir yan etkidir. Son
zamanlarda yapilan bir ¢ok ¢alismada bu yan etkinin
serbest oksijen radikalleri ile iliskili olduguna dair
kanitlar bildirilmistir (9,26,27). Sisplatinin bobrek yet-
mezligi yan etkisini dnlemek i¢in amifostine gibi bazi
ajanlar kullanilmaktadir (25). Amifostine bu yan etkiyi
azaltmasina ragmen sisplatinle birlikte kullanildiginda
maliyeti 10 kat artirmaktadir. Bundan dolay1 C vitami-
ni, adenozin antagonistleri, L-histodinol, aminoguani-
din, CAPE, nifedipine, glutamin ve erdosteine gibi
ilaglar sisplatin toksisitesini onlemek i¢in denenmistir
(9-16).

E vit oncelikle enzimatik olmayan oksidasyonu
engelleyen bir antioksidandir. Dogada ¢ok kolay elde
edilmekte, aygicek yagi gibi bitkisel yaglarda bolca
bulunmaktadir (28-31). Yagda eridigi i¢in hiicre
membranina lokalizedir. Coklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA's) oksidasyonunda engelleyici bir
gorev alir ve ¢oklu doymamis yag asidi aliminin art-
mastyla E vit'e ihtiyag artar. E vit hiicre membranlarin-
da yer alan PUFA's lan radikallerin ataklarindan koru-
maya calisir. O°~ , *OH, 'O, ve diger radikalleri siipiiriir.
Lipit peroksil (LOO~) radikallerini yikarak lipit
peroksidasyonu (LPO)'nun zincir reaksiyonunu kirar ve
antioksidan ozelligini burada gosterir. Reaksiyon
sonunda tokoferoksil radikali olusur ve bu stabil bir
molekiildiir, bdylece peroksidasyon durmus olur

(28,32,33).
Bu ¢alismamizda sisplatinin 7 mg/kg'lik tek dozu ile

sicanlarda bobrek yetmezligi olusturduk. Bu yiiksek
doz sisplatin uygulamasinin bobrek dokusun ne oranda
etkiledigini gosterebilmek igin bobrek dokusunda bazi
metabolik enzimlerin aktivitelerini tespit ettik. Ayrica
sisplatin uygulamasiyla olusabilecek enzim aktivite
degisikliklerini E vit'in nasil etkileyecegini gozlemle-
mek amactyla bir grup sigana sisplatinle birlikte E vit
uyguladik. Sisplatin uygulamasimnin HK, G6PD ve LDH
aktivitelerini anlaml sekilde artirdigi, MDH aktivitesi-
ni fazla etkilemedigi, sisplatinle birlikte E vit uygula-
masinin HK ve G6PD aktivitelerini dahada artirdigi,
LDH aktivitelerini etkilemedigi, MDH aktivitesindeki
hafif artis1 ise anlamli sekilde azalttig1 tespit edildi.

E vitamini GSH ile birlikte kullanildiginda karaciger
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal diizeyleri
azalmisg olarak bulunmus (34). Laughton ve arkadaslari
E vit'in bleomisin (BLM) kaynakli fibrozis modelinde
olusan DNA hasarina kars1 koruyucu oldugunu goster-
misler ve benzer olarak hamsterlarda E vit eksikliginin
BLM ile olusturulan akciger hasarini hizlandirdigim
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gostermislerdir (35). Kiling ve ark. E vit verilmesinin
subkutan uygulanan BLM'nin fibrotik etkilerini 6nemli
derecede azalttigini bulmuslardir. Boylece yiiksek doz
E vit uygulamanin antikanserojen olarak BLM kullanan
hastalarda fibrozisi geciktirme ve engelleme agisindan
katki saglayabilecegini ileri siirmiislerdir (36).

Yaptigimiz bir ¢alismada sisplatinin bobrek dokusun-
da LPO olusturarak bdbrek hasarmma yol agtigini ve
oksidan/antioksidan parameterlerde anlamli degisiklik-
ler yaptigim1 gostermistik (7). Diger bir ¢alismamizda
ise sisplatinin bobrek dokusu ve plazma piirin katabo-
lizmas1 enzimleri olan adenozin deaminaz ve ksantin
oksidaz aktivitelerini anlamli derecede yiikselttigini ve
antioksidan erdosteine ile bu artigin viicudun yararina
bir sekilde diigiiriildiigiinii gostermistik (37).

Bu calismamizda sisplatinin bobrek dokusu HK,
G6PD ve LDH enzim aktivitelerindeki artis bobrek
dokusunda olusan hasarin 6nlenmesi veya azaltilmasi
amactyla viicudun cesitli enzimatik ve non enzimatik
savunma sistemlerinin devreye girmesi ve hasara karsi
bu molekiillerin sentezinin artirilmasi amaciyla olmus
olabilir. Bu hasarin 6nlenmesi veya azaltilmasi igin
olusan molekiillerin sentezi i¢in bu enzimler artmis ola-
bilir. E vit ilavesi yapilan grupta HK ve G6PD
aktivitelerinin daha da artmasi hasarin giderilmesi veya
onlenmesine yonelik savunmay1 desteklemek amaciyla
olabilecegini akla getirmektedir.

Glikoliz reaksiyon zinciri esnasinda HK'm ¢ok 6nem-
li fonksiyonu vardir (38). Glukozun glukoz-6-fosfata
dontigmesini katalizler ve benzer diger enzim olan
glikokinazdan farkli olarak sadece karaciger ve
pankreasda degil viicutta bir ¢ok dokuda bulunmasinin
yaninda glukoz konsantrasyonlarinin diisiik oldugu
durumlarda aktiftir ve metabolizma i¢in ¢ok dnemlidir.
Glukoz-6-fosfatta bir asama sonra G6PD ile 6-fos-
foglukonolaktona doniigiir. G6PD pentoz fosfat yolunda
¢ok 6nemli rol oynamasinin yaninda antioksidan 6zel-
ligi olan bir enzimdir (39). Viicut igin ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 olan ve ayn1 zamanda rediikleyici
molekiil olan NADPH pentoz fosfat reaksiyon zincirleri
sonucu olugmaktadir. Biyolojik sistemlerde NADPH'ler
enerji Uretimi ve yag asidi sentezi, kolesterol sentezi,
cesitli reaksiyonlarda bir elektron vericisi ve okside glu-
tatyonu (GSSG) rediikte GSH'a ¢evirmek gibi ¢ok
onemli islevler gormektedir (40-41). Viicutta olusan
hasarlarin tamiri i¢cin NADPH, D-deoksiriboz 5-fosfat
ve D-riboz 5-fosfat gibi molekiiller cok 6nemlidir.

Biitiin bu olaylar 1s181inda HK ve G6PD viicutta hasar-
11 dokularin tamirinde gereklidir ve bizim ¢alismamizda
da hasarm boyutunu sinirlamak agisindan bu enzimlerin
sentezi artmis olabilir. Antioksidan dzelligi ve biyolojik
sistemlerdeki DNA ve protein hasarini 6nleme 6zelligi
kanitlanmig E vit uygulamasi ile bu enzimlerin
aktivitelerinin artmig olarak bulunmasi bu goriisiimiizii
desteklemektedir. Ayrica dolayli yollardan GSH-Px
yardimi ile H,O,'yi H,O'ya ceviren ve toksik etkisini
engelleyerek antioksidan ozellik gosteren rediikte

GSH''!n NADPH yardimu ile okside glutatyondan tireti-
mini artirtyor ve bu sekilde de enzimatik antioksidan
ozellik gosteriyor olabilir.

Calismamizda LDH aktivitesi cisplatinle birlikte art-
mig ve E vit bunu pek etkilememistir. LDH aktivitesi
viicudun ¢ogu hiicresinde bulunur ve hiicrenin sitoplaz-
masinda sabit kalmaktadir (41). Oksijen miktarmin
azaldig1 durumlarda NADPH" kullanarak piruvatin lak-
tata donlismesini saglar ve ATP olusturur. LDH enzim
aktivitesinin osteosarkom gibi bazi tliimdrlerin
biiylimesinde ve remisyonunda bir belirte¢ olarak kul-
lanilabilecegi, kemoterapi tedavisinin takibinde kul-
lanilabilecegi diistiniilmektedir. Nakamura ve Kitagawa
fareler iizerine yaptiklar1 galiymada tiimor kitlesi ile
LDH enzim aktivitesi arasinda bir paralellik oldugunu,
timoére baglhi 6limiin tahmin edilmesinde LDH
diizeyinin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Aym
arastirmacilar aralarinda sisplatininde bulundugu
antikanser ila¢ tedavisinin LDH enzim aktivitesinde
gecici bir artiga neden oldugunu gozlemlemislerdir
(42).

Kobayashi yaptig1 caligmada aralarinda sisplatininde
bulundugu kemoterapi tedavisi alan over kanseri hasta-
larin idrar ile atilan LDH, GGT ve ALP aktivitelerinde
tedavi sonrasi kontrol grubuna gore 10 kat artis
oldugunu bildirmistir. Bu nedenle idrar LDH diizeyi ile
idrar protein konsantrasyonunun birlikte deger-
lendirilmesinin sisplatinin neden oldugu nefrotok-
sisitenin duyarli belirtegleri olarak kullanilabilecegi
ileri siiriilmektedir (43,44). Hannemann ve Baumann
sican bobrek hiicreleri ile yaptiklar1 in vitro ¢aligmada
sisplatinin doza bagli olarak LDH aktivitesinde
inhibisyona neden oldugunu, fakat bu inhibisyonun
nefrotoksisite ile iligkilendirilemeyecegini ileri siirmek-
tedirler (45). Kawai ve ark. tarafindan yapilan in vitro
calismada sisplatin uygulanan lenfokinin aktive ettigi
6ldiiriicii hiicrelerden (LAK) LDH saliniminda anlamli
bir artis oldugu gozlenmistir (46).

Sonug olarak; sisplatinin bobrek dokusunda olustur-
dugu hasar esnasinda glikoliz ve pentoz fosfat metaboli-
tik yollarinin hasari sinirlamak amaciyla aktive oldugu
ve E vit'in bu durumu daha da artirmasiyla korumaya
calistigi, bunu da rediikte edici molekdillerin iiretiminin
ve niikleik asit sentezini artiran enzim aktivitelerini
indiikleyerek yaptig1 sdylenebilir. Bu da bize sisplatinin
istenmeyen yan etkilerinin daha etkili, ekonomik ve
kolay uygulanabilir ilaglarla Onlenebilecegi veya
azaltilabilecegi konusunda alternatifler bulmada yol
gosterici olabilir.
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