This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com

Van Tip Dergisi: 11 (1):1-6,2004

Sicanlarda Sispilatinle Olusturulan
Nefrotoksisitede Metabolik Enzim
AKktivitelerine Kafeik Asit Fenetil Ester’in
Etkisi
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Ozet:

Amac: Daha 6nceden yaptigimiz calismada sisplatin nefrotoksitesi iizerine kafeik asit fenetil ester’in (CAPE)
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Bu calismada, daha onceki ¢ahismamizda kullanilan sicanlarin bobrek
dokular1 yeniden analiz adildi ve sisplatinin bébrek dokusunda hekzokinaz (HK), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH) ve malat dehidrogenaz (MDH) enzim aktiviteleri iizerine
etkisi ve buna CAPE’nin koruyucu etkisi arastirildi.

Metod: 22 adet sican ii¢ gruba ayrildi. Grup-I (n=6): sadece intraperitoneal izotonik NaCl; Grup-1I (n=9):
tek dozda 7 mg/kg sisplatin ve Grup-III (n=7): sisplatin uygulamasindan 2 giin 6nce baslamak iizere CAPE
10pmol/kg 1x1 intraperitoneal yolla 7 giin verildi. Yedinci giin anestezi altinda dekapite edilerek oldiiriilen
sicanlarin  bobrek dokular1 alindi. Bobrek dokusunda hekzokinaz (HK), glukoz6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH) ve malat dehidrogenaz (MDH) aktiviteleri spektrofotometrik olarak
olciildii.

Bulgular: Sisplatin bébrek dokusunda HK ve GO6PD aktivitelerinde kontrol grubuna gore anlamh bir
artmaya neden oldu (p<0.0001). CAPE grubunda HK artis1 daha fazlaydi. CAPE, G6PD aktivitesindeki
artmay istatistiksel olarak anlamh olmayan diizeyde azaltti (p>0.05). CAPE verilen sicanlarda kontrol ve
sisplatin grubuna goére LDH aktivitesinde anlamli bir artma bulundu (Sirasiyla, p<0.0008, p<0.015).
Sisplatin tek basina LDH aktivitesini etkilemedi (p>0.05). U¢ grupta da MDH aktivitesi degismedi (p>0.05).
Sonug: Sisplatinle hasarlanmis bobrek dokusunda, HK ve G6PD enzimi gibi karbonhidrat metabolizmasinda
rolii olan enzimlerin aktivitelerinin artabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Sisplatin, bobrek toksisitesi, hekzokinaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz,
malat dehidrogenaz, CAPE, sican.

Sisplatin ~ (Cis-dichlorodiammineplatinum [11], antitimor  ilag  olarak  kullanilmaktadir  (1,2).
CDDP) insanlarda bas, boyun, akciger, testis, Tedavi esnasinda serbest oksijen radikalleri
over, bobrek gibi bir ¢ok solid tiimorde etkili bir iireterek nefrotoksisiteye neden olabilmekte,

sonugta doz kisitlamasina gidilmektedir (3).
Bu galisma Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Serbest radikaller, siklikla hiicre membranindaki
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir. lipid komponentlerine etki ederek lipid
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peroksidasyonuna sebep olmaktadir (1). Ayrica,
protein sentezinde azalmaya sebep oldugu, hiicre
bilegenleriyle reaksiyona girerek hiicrenin asli
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bozukluklara da sebep olmaktadirlar (5). Yapilan
caligmalarda sisplatinin, lipit peroksidasyonuna,
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Van Tip Dergisi, Cilt:11, Say1:1,0cak/2004 1


http://www.clicktoconvert.com

Yilmaz ve ark.

C vitamini (10), adenozin antagonistleri (11), L-
histodinol (12), aminoguanidin (1), CAPE (6,8),
nifedipine (13), erdostein (7, 14,15) ve glutamin
(16) kullanilmistir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE),
ekstresinin aktif bir bilesenidir (17).
konsantrasyonda in vitro kosullarda
veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan
olusturulan reaktif oksijen tiirlerini tamamen
bloke eder (18). Yapilan c¢alismalarda, CAPE’nin
antienflamatuvar,  antifungal ve  antimikrobik

propolis
10 uM
nétrofiller

(19), immiinomodiilatér (20), antimutajenik (21)
ve antioksidan (22,23) 0zelliklere sahip oldugu
belirtilmistir.

Daha oOnce yaptigimiz bir g¢aligmada (24)
siganlarda CAPE’nin sisplatin  nefrotoksisitesini
Oonleme potansiyeli oldugunu  gosterdik. Bu
calismada, daha oOnceki c¢alismada kullanilan

sicanlarin bdbrek dokulart yeniden analiz edildi.
Bobrek dokusu hekzokinaz (HK), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD), laktat dehidrogenaz (LDH)
ve malat dehidrogenaz (MDH) enzim aktiviteleri
Olglldii ve bu enzimler iizerine CAPE’nin etkisi
aragtirildi.

Gere¢ ve Yontem

Calismamizda agirhiklarn  200-250 g arasinda
degisen 22 adet disi erigkin Wistar-Albino cinsi
si¢an kullanildi. Hayvanlara 12/12 saat
gece/glindiiz  periyodunda, standart sican pelet
yem ve c¢esme suyu verildi. Deney gruplart su
sekilde belirlendi: Grup 1 (n=6): Kontrol, Grup 2

(n=9): Sisplatin ve Grup 3 (n=7): Sisplatin +
CAPE. Hayvanlara sisplatin (Cisplatinum Ebewe,
0.5 mg/ml ) 7mg/ kg vicut agirhg dozu
intraperitoneal olarak tek doz verildi (25). 10
pmol/ml’lik CAPE  hayvanlara intraperitoneal
olarak 10 pmol/kg viicut agirligi dozu seklinde
verildi (26). 1ilk doz hayvanlara sisplatin
uygulamasindan 48 saat once uygulandi ve
sisplatin uygulandiktan 5 giin sonraya kadar
verildi. Kontrol grubundaki siganlara
intraperitoneal olarak esit hacimde izotonik salin
solusyonu verildi. Biyokimyasal analiz igin,

bobrek dokusu ¢ikarildiktan sonra  0.15 M’lik
soguk (+4°C) KCI ile yikandi ve kurutma kagidi
ile kurutuldu. Bobrek dokusu tartildiktan sonra
parcalara ayrildi ve bir homojenizator ile (Ultra
Turrax ~ Type  T25-B, IKA Labortechnic,
Germany) 0.15 M’lik soguk KCI ¢ozeltisi iginde
16000 rpm’de 3 dakika homojenize edildi.
Homojenizasyon islemi, 1smnmayi Onlemek igin
bir buz kabinin icerisinde gergeklestirildi. Elde
edilen homojenat 5000 x g’de 1 saat (+4 °C’de)
santrifiije edilerek siipernatan elde edildi. Analiz
zamanina kadar -40 °C’de bekletildi. HK, G6PD,
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LDH ve MDH enzimlerinin aktiviteleri
siipernatanda  spektrofotometrik  olarak  tayin
edildi (27).

HK tayini: Hekzokinaz aktivitesi, glukoz’un

HK’la glukoz-6-fosfat’a c¢evrilmesi ve glukoz-6-
fosfat’in da G6PD enzimiyle glukonat 6-fosfat’a
doniismesi esnasinda olusan NADPH’m 25 °C’de

340 nm’de artan absorbansinin kaydedilerek
dakikadaki absorbans degisiminden hesaplandi
27.

G6PD  tayini G6PD  aktivitesi, glukoz 6-
fosfat’in G6PD enzimiyle 6-fosfo-
glukanolakton’a  doniigmesi  sirasinda  olusan
NADPH’in 25°C’de 340 nm’de  artan
absorbansinin kaydedilmesi ve dakikadaki
absorbans degisiminden hesaplandi (27).

LDH  tayini:  Aktivite, piruvat’in  laktat’a
gevrilmesi  sirasinda  oksitlenen NADH’in 25
°C’de 340 nm’de azalan  absorbansinin
kaydedilmesi ve dakikadaki absorbans
degisiminden hesapland1 (27).

MDH tayini: Aktivite, oksaloasetat’in MDH’la

malik asit’e doniistiiriilmesi esnasinda oksitlenen
NADH’m 25°C’de 340 nm’de  azalan
absorbansinin kaydedilerek dakikadaki
absorbans degisiminden hesaplandi (27).

Protein  tayini: Lowry metoduna (28) gore
siipernatanda protein tayinleri yapildi.
Istatistiksel ~ analizler: Tstatistikler Windows 95-
98 uyumlu SPSS® 7.5 ile yapildi. Gruplarin
dagilimlar1  Non-parametrik  testlerden  “One-
sample Kolmogorov-Smirnov Test” ile
degerlendirildi. Gruplarin normal dagilim
gostermesinden  dolayr  (p>0.05)  istatistiksel
kargilagtirma i¢in parametrik testlerden “One-way
ANOVA?” testi ve post-hoc testlerden LSD (Least
significance difference) kullanildi. Sonuglar
ortalama +  standart hata olarak  verildi.
Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular

Bobrek dokusunda HK, G6PD, LDH VE MDH
aktiviteleri Tablo 1’de verilmistir. Sisplatin
verilen sicanlarda kontrol grubuna gore HK ve
G6PD aktivitelerinde anlamli bir artma gozlendi
(p<0.0001). Bobrek dokusu HK enzim
aktivitesinde bu artma CAPE grubunda daha
fazlaydi. CAPE, bobrek dokusunda sisplatinin
neden oldugu G6PD  enzim  aktivitesindeki
artmay1 bir miktar Onledi fakat bu istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Kontrol, sisplatin
ve CAPE gruplart karsilagtinldiginda MDH
aktivitelerinde  anlamli  bir fark  gdzlenmedi
(p>0.05). CAPE verilen grupta LDH aktivitesi
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Sisplatin Bobrek Hasarina Cape’nin Etkisi

Tablo I: Bobrek hekzokinaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz enzim aktiviteleri

(ortalama + standart hata).

HK

mU/mg protein

mU/mg protein

G6PD LDH MDH

U/mg protein U/mg protein

I-Kontrol (n=6) 1.65 £ 0.18 1.50 + 0.08 0.44 + 0.01 2.21 £ 0.03
II-Sisplatin (n=9) 2.74 + 0.09 3.34 £ 0.15 0.45 £ 0.01 2.06 £ 0.11
III-Sisplatin +CAPE (n=7) 343 +0.16 3.06 £ 0.14 0.53 £ 0.03 1.94 + 0.15
P degerleri

I-11 0.0001 0.0001 A.D. A.D.
I-I1T 0.0001 0.0001 0.008 A.D.
II-1II 0.003 A.D. 0.015 A.D.

A.D. Anlamli degil.

kontrol ve sisplatin gruplarina gore anlamli artig
gosterdi (Sirasiyla, p<0.008 ve p<0.015.

Tartisma

Sisplatin  bircok solid tiimériin  tedavisinde
yaygin bir sekilde antineoplastik bir ilag olarak
kullanilmaktadir (29). Tedavi amaglh
kullanilirken hepatik, kardiyovaskiiler ve renal
bozukluklara, sagirliga, asir1  duyarlilk ve
hematolojik yan etkilere de neden olmaktadir (30
). Bu ylizden, ¢ogu zaman doz kisitlamasina
gidilmektedir. Yapilan bir calismada, bir tek doz
(7.5 mg/kg i.p.) sisplatinin bobrek homojenatinda
lipid peroksidasyonunu (LPO) anlamli bir sekilde
arttirdigt,  katalaz, glutatyon  peroksidaz  ve
glutatyon-S-transferaz aktivitelerini anlaml
olarak azalttig1 belirtilmistir (1). Daha Once
yaptigimiz  c¢alismalarda da, sisplatinin  LPO
olusturarak bobrek ve karaciger hasarina neden

oldusu ve CAPE’nin ise LPO’unu azalttig1
gosterilmistir  (6,8).

Bu c¢alismamizda, sisplatin grubunda kontrol
grubuna gore HK ve G6PD aktivitelerinde
anlamli bir artis gozlendi. Sisplatinin bdbrek
dokusunda muhtemelen meydana getirdigi
hasardan  dolay;, HK ve GO6PD  enzim
aktivitelerinde artma meydana gelmis olabilir.
Cyclohosphamide bir antikanser ve
immiinosupresandir. Al-Nasser (31),

cyclophosphamide ile yaptigi c¢aligmada, tek doz
cyclophosphamide (200 mg/kg viicut agirligi)’nin

serum glutamat-oksaloasetat transaminaz, serum
glutamat-piriivat ~ transaminaz,  glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve kreatin fosfokinaz izomeraz

aktivitelerini arttirdi§inl  belirtmistir.

Yaplilan c¢aligmalarda, sisplatinin bdbrek LPO
olugturarak ~ bobrek  hasarina neden  oldugu
bildirilmistir (32). Bu ¢alismada, sisplatin+tCAPE
grubunda kontrol grubuna gére HK ve G6PD
aktivitelerinde anlamli artma bulundu.

SisplatintCAPE grubunda sisplatin grubuna gore
HK aktivitesinde daha fazla artma meydana geldi.
SisplatintCAPE grubunda sisplatin ve kontrol
gruplarina  gore LDH
anlamll artls  gozlendi.
grubunda HK, G6PD ve LDH enzim
aktivitelerindeki artls, sisplatinin bobrekte
meydana getirdigi hasarin tamiri i¢in gerekli olan
makromolekiillerin ~ sentezine  olan  ihtiya¢tan
kaynaklanmis olabilir. HK, glikoliziste merkezi
bir rol oynar (33). Glukoz’'u glukoz-6-fosfat’a,

enzimi aktivitesinde

bir SisplatintCAPE

gevirir. Glukoz-6-fosfat da G6PD’la 6-
fosfoglukonolaktona  doniisiir. ~ G6PD,  pentoz
fosfat metabolik yolun Onemli anahtar rolii

oynayan antioksidan bir enzimidir (34).

Pentoz fosfat metabolik yolunun temel amaci
rediikleyici giice sahip olan NADPH molekiilleri
iretmektir. NADPH’lar yag asidi sentezinde,
kolesterol sentezinde, enerji liretiminde ve g¢esitli
biyosentez yollarda bir elektron dondrii olarak,
oksidatif hasara kars1 hiicreleri korumak igin
gerekli olan redilkte glutatyonun sentezinde
gereklidirler  (35,36).  Glutatyon, i¢cve dig
kaynakli  toksik  kimyasallara  karsi,  hiicre
savunma sisteminde egsiz bir role sahiptir (37).
Ayrica protein ve DNA sentezinde, hiicre
membranmin  biitiinliigliniin ~ korunmasinda  ve
enzim  aktivitelerinin  diizenlenmesinde  gérev
almaktadir (37). Hasarmn tamiri icin NADPH’lara,
D-deoksiriboz ~ 5-fosfat ve D-riboz 5-fosfat ve
diger makromolekiillere ihtiya¢ vardir.

Ayrica sisplatinin  meydana getirdigi serbest
radikallerin  etkisinin ~ Onlenmesi  igin,  diger
antioksidanlara da ihtiyag  vardir.  Glutatyon
sentezinin  artmasiyla da serbest radikallerin
tahribatt  Onlenmis  olabilir. LDH  aktivitesi
viicudun hemen biitiin hiicrelerinde mevcuttur ve
yalniz hiicrenin sitoplazmasinda degismeden sabit
kalir (35). Ortamda yeterli oksijen olmadig:
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durumlarda NADH’1 kullanarak, piruvat’s laktata
doniistiiriir ve ATP olusumunu saglar.

Sonu¢  olarak, CAPE’nin  hasarli  dokuda
glikoliz ve pentoz fosfat metabolik yolunun
bitiinliiglini daha iyi korudugu ve bdylece
niikleik asit sentezini arttirarak hasar1 azalttig
soylenebilir.

The Effect Of Cafeic Acid Phenethyl
Ester On The Activities Of Metabolic
Enzymes After Cisplatin-Induced
Nephrotoxicity In Rats

Abstract:

Aim: In a former study, we have showed that CAPE
has  preventive effect on cisplatin-induced
nephrotoxicity. In this study we re-analyzed the renal
tissues of the rats used formerly and investigated
whether cisplatin has any effects on hexokinase
(HK), glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD),
lactate dehydrogenase (LDH) and malate
dehydrogenase (MDH) enzyme activities in renal
tisssues, and the possible preventive role of CAPE on
this effect.

Methods: The study was performed with 22 rats in 3

main groups: group I (n=6): 0.9% saline solution was
applied to the rats intraperitoneally (i.p.); group I
(n=9): 7 mg/kg single dose cisplatin was administered
ip.; and group III (n=7): 10umol/kg from 10umol/ml
CAPE solution was administered daily IxI begining 2
days before cisplatin administration. At the 7" day of
treatment, the rats were killed by decapitation under
anesthesia, autopsied and their kidney tissues were
removed. Spectrophotometric methods were used to
determine the activities of above-mentioned enzymes
in the kidney tissue.

Results: The results of the experiment demonstrated
that HK and GG6PD activities were increased
significantly in the cisplatin group compared with the
control group (p<0.05). The most increase of HK was
seen in the CAPE group. CAPE prevented the
increases of G6PD activities  nonsignificantly
(p>0.05). LDH activity was increased significantly in
the CAPE group compared with cisplatin group or
the control group (p<0.05). Cisplatin did not affect
solely the LDH activity (p>0.05). There was no
significant difference in the LDH activity between
cisplatin and control groups, and nor in the MDH
activities among cisplatin, CAPE, and control groups
(p>0.05).

Conclusion: From these results, it can be concluded
that the activities of enzymes playing role in
carbohydrate metabolism like HK and G6PD may
increase in the course of cisplatin-induced
nephrotoxicity process.

Key words: Cisplatin, nephrotoxicity, hexokinase,
glucose-6-phosphate dehydrogenase, lactate
dehydrogenase, malate dehydrogenase, CAPE, rat.
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