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OZET

Sisplatin ~ giiniimiizde stk kullanilan  etkin
kemoterapitik ajanlardan birisidir. En stk gézlenen yan
etkisi toksik akut bobrek yetmezligidir. Sisplatin
nefrotoksisitesini 6nlemeye yénelik calisma sayisi
stnirhdir.

Bu calismada amag, Sisplatin nefrotoksisitesinin

onlenmesi ve tedavisinde yiiksek doz Verapamil ve Omega-

3 poliansatiire yag asitlerinden zengin olan Balik yagi 'nin
etkilerini saptamakitir.

Bu calisma, viicut agrliklarina gore secilmis erkek
Wistar raflari iizerinde yapilmistir (220+24 gr, n =32).
Tiim raflara intraperitoneal olarak 6 mg/kg Sisplatin
uygulannmustir. Tiim ratlar 3 gruba ayrilarak 14 giin

siireyle takip edilmistir. Kontrol grubu (n=38): Ilac
uygulanmamistir. Verapamil grubu (n=38): Smg/kg/giin
Verapamil cilt alti uygulanmistir. Balik yagi grubu (n=3§):
Sml/kg/giin Balik yagi gavaj ile verilmigtir. Tiim raflarda
serum iire, kreatinin ve GFR degerleri 0, 3, 7, 10, 14.
glinlerde olciilmiistiir.
Calisma  sonunda, ile

kontrol  grubu

karsilastirildiginda Verapamil grubunun tire degerlerinde

anlamli fark yokken (p>0,05), kreatinin ve GFR
degerlerinde anlamli diizeyde diizelme saptanmistir
(»<0,05). Kontrol grubu ile Balik yagi grubu
karsilastirildiginda iire, kreatinin ve GFR degerlerinde
anlamli fark tespit edilmemistir (p >0,05).

Yaiiksek doz kalsiyum kanal blokerlerinin sisplatin
nefrotoksisitenin iyilestirilmesinde etkin oldugu (p<0.05),
onlenmesinde gozlenen etkinligin istatistiksel anlam
tastmadigi (p>0.05), Balik yagi'min (p >0.05) etkinliginin
ise olmadigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, denek
sayisinin sinirll olmasi ve daha once yapilan sisplatin
disindaki maddelere bagli bazi toksik akut bobrek
yetmezligi calismalarinda Balik yag: nin  etkinligi
gosterilmis  oldugundan, bu maddelerin sisplatin
nefrotoksisitesi lizerine etkilerini kesin olarak ifade
edebilmek icin daha ayrintili ve daha cok denek iceren
arastirmalara gereksinim oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin nefrotoksisitesi,

verapamil, fish-oil
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SUMMARY

Cisplatin is one of the mostly preferred effective
chemotherapeutic agent currently. Toxic acute renal

Jfailure (ARF) is the most prevalent adverse effect of the
drug. The number of the studies to prevent its
nephrotoxicity is limited.

In this study, we aimed to detect the effects of high-
dose Verapamil and Omega-3 polyunsaturated fattv acid
rich fish-oil in the prevention and treatment of Cisplatin
nephrotoxicity.

This study was performed on body weight-matched
male Wistar rats (220x24gr, n=32). Cisplatin was
injected to the rats intraperitoneal”™ in the dose of 6
mg/kg. Rats were separated to 3 groups and followed up

Jfor 14 days. Control group (n=8): No medication;
Verapamil group (n=8): 5 mg/kg/day, subcutaneoiisly;
Fish-oil group (n=38): 5 ml/kg/day, with gavage. Blood
urea, creatinine and glomerular filtration rate (GFR)
values of rats were measured on the days 0, 3, 7, 10 and
14.

Although, there were no significant difference in
blood urea levels between control and Verapamil group at
the end of study (p>0.05), creatinine and GFR levels of
Verapamil group were improved significantly (p<0.05)
compared to control. Compared to control group the
levels of creatinine, urea and GFR did not differ
significantly, in Fish-oil group (p>0.05).

We concluded that, high-dose calcium channel
blockers were effective in the treatment of Cisplatin
nephrotoxicity (p<0,05), while the drug was not effective
to prevent it (p>0,05). There was no significant positive
effect of Fish-oil (p>0.05) to treat and prevent the
Cisplatin nephrotoxicity. However, fish-oil had been
shown to be effective to treat ARF caused by some toxic
agents except Cisplatin. In this study, the number of
subjects are insufficient to make a decision about the
effects of the drugs on ARF. Hence, more detailed
investigations are needed to express their effectiveness on
Cisplatin nephrotoxicity.

Key Words: Cisplatin nephrotoxicitis, verapamil,
fish-oil



GIRIS

Bir¢ok farmakolojik ajan ve endojen olarak olugan
bazi maddelerin yiiksek konsantrasyonlari akut bobrek
yetmezligine (ABY) yol acabilirler. Bobrek; ytliksek kan
akimi ile karsilagmasi, mediiller interstisyumda
toksinleri konsantre etme yetenegi ve tiibiiler epitelde
spesifik tastyicilara sahip olmasi nedeniyle nefrotoksik
zedelenmeye olduk¢a duyarlidir. Nefrotoksik ATN'de.
proksimal tiibiillisiin kivrintili boliimiinde zedelenme
vardir. Sisplatin tiibiiloglomeriiler feedback nedeniyle
renal vazokonstriksiyona yol acar. Sisplatin kullanimi
sirasinda % 70'e varan oranlarda gelisen ABY idrar
konsantrasyon yeteneginin erkenden bozulmasi sonucu
genellikle non-oligiiriktir (1, 2). Sisplatin (cis-
diamminedichloroplatinum(Il), Cisplatin, CDDP)
DNA'nin agir metal alkilleyicisidir. Nativ ilag (%30) ve
metabolitleri lriner yolla atilir. Proksimal tiibiiliis
disinda distal nefronu da etkiler. Ilk tedavi kiiriinden
sonra %25-35 akut tiibiiler nekroz gelisir. Doza bagiml
olusan kimiilatif renal yetmezlik oram1 % 20-25'e
kadar cikar. Periferik sensoryal noropati ilacin dozu 200
mg/m2'yi astiktan sonra baglar. Ayrica ototoksisite,
hipokalemi, hipomagnezemi ve hafif miyelosupresyona
neden olabilir (3). Kalsiyum kanal blokerleri (KKB),
intraselliiler kalsiyum agir1 yiiklenmesini Onleyerek
bobrek transplantasyonunda akut ve kronik siklosporin
nefrotoksisitesini onlemede etkindir (4,5). KKB
preglomeriiler vazodilatasyon yaparak mikrovaskiiler
kan akimimi korur (4,6), hasarli bolgeye kalsiyum
akigini azaltir, kalsiyum yardimu ile aktiflesen ve tiibiiler
zedelenmeye neden olan fosforilazi bloke ederek,
mitokondride kalsiyum birikimine engel olur (7,8,9).
Gentamisin ve siklosporin nefrotoksisitesinde verapamil
ve diltiazem'in yararli etkisi oldugu goézlenmistir
(4,8,10,11). Sisplatin  nefrotoksisitesinde yapilan
calisma sayist smirhdir (12,13,14,15,16). Balik yagi
icinde eikozapentaenoik asit (eicosapentaenoic
acid=EPA) ve dokoza-heksaenoik asit
(docosahexaenoic  acid=DHA) gibi  Omega-3
poliansatiire yag asitleri mevcuttur. Bunlar alfa-linoleik
asit deriveleridir ve ana kaynaklan denizdir (17, 18).
EPA ile viicutta 3 serisi prostanoidler ve bu arada
Prostaglandin 13 (PGI3) ve Tromboksan A3(TxA3)
olusur. PGI3 etkin bir antitrombotiktir, TxA3 ise
trombosit fonksiyonlarmin zayif bir stimiilanidir. EPA
prostasiklin/tromboksan  dengesinin  antitrombotik
yonde degismesini saglar, damar endotelinde nitrik oksit
yapimini arttirir (18).

Kisa stireli  klinik calismalarda Omega-3
poliansatiire yag asitlerinin, siklosporine bagh
nefrotoksisitenin ~ ve  hipertansiyonun  tehlikeli

komplikasyonlarinin onlenmesinde etkin oldugu tespit
edilmigtir (19, 20).
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Bu caligmada, ratlarda deneysel olarak
olusturulan sisplatine bagli nefrotoksik akut bobrek
yetmezliginin onlenmesi ve tedavisinde; ylksek doz
verapamil ve Omega-3 poliansatiire yag asitlerini iceren
balik yaginin etkinliginin arastirilmasi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu calismada denek olarak 200-250 gr. agirhiginda
erkek Wistar ratlar1 kullanildi. Denekler calisma oncesi
ve calisma sirasinda sehir sebeke suyu ve standart rat
gidasiyla (% 49,5 karbonhidrat, % 25 protein ve % 20
yag) beslendi.

Tim ratlara intraperitoneal olarak 6 mg/kg
sisplatin uygulandi (Cisplatin DBL (Orna®) 50 mi
flakon, 1mg Sisplatin/ml) ( 12, 21).

Denekler, her birinde 8 rat bulunan toplam 3 gruba
ayrildilar:

1.Kontrol Grubu: ilag kullaniimadi.

2.Verapamil Grubu: Verapamil (Isoptin (Knoll®)
ampul, 5 mg Verapamil hidrokloriir/2,2 mi), 5
mg/kg/glin cilt alti uyguland1 (22).

3.Balik yagi Grubu: Balik yag1 ( Marincap
(Kocak®) kapsiil, 500 mg somon kaynakli Omega-3
Balik yag1), Sml/kg/glin gavaj ile verildi (23).

Tim deneklerden 0, 3, 7, 10 ve 14nci giinlerde
kan ve 24 saatlik idrar Ornekleri alindi. Serum tre -
kreatinin ve glomeriiler filtrasyon hizi belirlendi.
Kreatinin klirensi icin gerekli olan 24 saatlik idrar
metabolik kafes kullanilarak toplandi. Memelilerde
(kedi, kopek, tavsan ve ratlarda) kreatinin tibiiler
sekresyonu ve reabsorbsiyonunun cok diisiik olduguna
iligkin yayinlarin varligina dayanilarak GFR oOl¢iimiinde
kreatinin klirensi kullanildi (24).

Ure ve kreatinin degerleri icin gerekli kan kuyruk
veninden en az 250 mikrolitre olacak sekilde
mikrotiiplere alindi. Kanlar Sigma 1-13 santrifiij
aletinde 5000 devir/dk'da 5 dk. siireyle santrifiij edildi.
Ortalama 100-150 mikrolitre serum elde edildi. Serum
ve idrar dre-kreatinin Olglimleri "Modifiye Jaffe
(Kinetik)" metodu ile otoanalizorde (RA, 1000
Technicon Autoanalyser, USA) yapildi.

ISTATISTIKSEL iINCELEME

Caligmada elde edilen verilerin timii ortalama +
standart sapma olarak sunuldu. Gruplarin ortalama
degerleri kontrol grubu ile ayri ayri karsilastirilarak,
farkliliklarin anlamlilignt Mann-Whitney U, sag kalim
analizleri ise Kaplan Meier testi ile degerlendirildi,
p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR

ilag alan gruplarin kontrol grubu ile ayri ayr
karsilastirilmalart sonucunda baslangic agirlik, {re,
kreatinin ve GFR degerlerinde, istatistiksel olarak
anlamli fark tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo-I).

Tablo 1: Tiim Gruplann Baglangic Agirlik. Ure. Kreatinin ve
GFR Degerleri

Tablo 4: Gruplarin 10. Giinde Ortalama Ure, Kreatinin ve
GFR degerleri

URE (mg/dl) KREA (mg/dl) GFR (ml/dk)

AGIRLI URE KREA GFR
K(gr) (mg/d)  (mg/d)  (ml/dk)
Kontrol 218 £28 3685 0,48 +0,12 0,61+0,07
Verapamil 221 + 21 33 £5,6 0,49 £0,12 0,61+0,05
Balk yagi 213 £23 35%7,3 0,53 £0,21 0,59 £0,10
p>0.05  p>0.05 p>0.05 p>0.05

Caligma devam ederken ( 3, 7 ve 10ncu glinlerde )
tim ratlarda dereceleri farkli olmak iizere bobrek
yetersizligi gelisti. Balik yag1 grubunda 1 rat 6. giinde
gelisen ABY nedeniyle oldi Bu ratin Olimi
istatistiksel anlamlilik ve ortalamalarda belirgin
degisiklige neden olmadi (p>0,05) (Tablo 2,3,4).

Tablo 2: Gruplarnn 3. Giinde Ortalama Ure. Kreatinin ve
GFR degerleri

Kontrol 75+ 51 0,76 + 0,32 0,27 £0,10

Verapamil 64 £30 0,75 £0,21 0,28 £ 0,07

Balik yag 65 120 0,71 £0,25 0,27 0,11
p>0.05 p>0.05 p>0.05

Caligma sirasinda Verapamil grubunda ABY'den
olim gozlenmezken; kontrol grubunda 1 ve Balik yagi
grubunda 1 olmak iizere toplam 2 denekte ABY'de
diizelme goriilmeksizin olim gozlenmistir ( Tablo 5).

Tablo 5: Gruplarin Calisma Oncesi ve Bitiminde Rat Sayist

Calisma Baslangit  Cahsma Bitimi

Kontrol 8 7
Verapamil 8 8
Balik yag: 8 7

URE (mg/dl) KREA (mg/d) GFR (ml/dk)

Kontrol 217 £290 17 +2,41  0230,13

Verapamil 77 £27 0,76+023  029+0,14

Balik yagi 106 50 092+042  025+0,14
p>0,05 p>0.05 p>0,05

Tablo 3: Gruplarin 7. Giinde Ortalama Ure, Kreatinin ve GFR
degerleri

Caligmanin bitiminde (14ncii glinde) kontrol ile
verapamil gruplarinin tre degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmazken (p>0,05) ; her iki
gruba ait kreatinin ve GFR ortalamalar1 arasindaki
farkin, istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Balik yag1 grubunun kontrol grubu
ile karsilagtirllmalarinda ise, tre, kreatinin ve GFR
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli  fark
bulunmamugtir (p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6: Gruplarin Calsma Bitiminde (14. Giin) Ure,
Kreatinin ve GFR Degerleri

URE(mg/dl) KREA(mg/dl) GFR (ml/dk)

Kontrol 103 £100 0,94 £ 0,40 0,23 £0,10

Verapamil 93 £69 0,94 £ 0,56 0,24 +0,11

Balik yag1 91 £45 0,93+0,34 0,220,011
0,05 0,05 0,05

URE (mg/dl) KREA (mg/dl) GFR (ml/dk)

Kontrol 80 £56 0,84 £0,18 0,26 £0,05
Verapamil 69 £ 16 0,64 £0,16* 0,31 £ 0,04*
Balik yag1 98 +52 0,94 + 0,41 0,24 £0,12

* P<0,05



TARTISMA VE SONUC

Sisplatin  nefrotoksisitesinde  hipovolemi ve
asidozdan korunma, magnezyum ve potasyum
replasmani temel Onleyici tedaviler igindedir (1,2).

Verapamil'in sisplatin nefrotoksisitesinde
kullanimi hakkinda bazi ¢aligmalar bulunmasina
ragmen, balik yagi'na iliskin veriler, sisplatin dist ilag
nefrotoksisitelerinde kullanimlar ile sinirlidir (19, 25).

Verapamil

Calisma baslangicinda gruplar arasinda Ure,
kreatinin ve GFR degerleri arasinda anlamli fark
belirlenmemistir (p>0,05). Caligma stresince lre,
kreatinin ve GFR degerlerinde, kontrole gore diizelme
olmasina ragmen; bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Calisma sonunda ise tre
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gosterilememigken (p>0,05) kreatinin ve GFR
degerlerindeki diizelmenin kontrole gore belirgin
oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugu
saptanmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile
karsilagtirlldiginda, verapamil uygulanan 8 ratin
hi¢birinde ABY nedeniyle olim gozlenmemis ve bu
fark sag kalim yoniinden degerlendirildiginde anlaml
bulunmamugtir.

Deray'in 1989 yilindaki bir incelemesinde ratlarda
nifedipinin  sisplatin  nefrotoksisitesini  arttirdigi,
verapamil'in ise Onledigi; insanda yapilan caligmalarda
sisplatin nefrotoksisitesinin onlenmesinde verapamil'in
etkin oldugu ifade edilmistir (10).

Haragsim, ratlarda sisplatin ve karboplatin
nefrotoksisitesinin 6nlenmesinde verapamil kullanmus,
lictincti giinde GFR o6l¢liimiinii yapmig ve verapamil'in
her iki platinum derivesine bagli nefrotoksitenin
onlenmesinde etkin oldugunu gostermistir (13).

Capasso ve arkadaglarinin 18 paratiroidektomize
ve Sisplatin uygulanmig ratta yaptiklar1 72 saatlik
incelemede, Verapamil'in iire ve kreatinin degerlerinde
anlamli degisiklik yapmadig1 ve bu bulgularin bizim
caitsmamizdaki 3. gin bulgulan ile uyumlu oldugu
gozlenmistir (12).

Uozumi ve arkadasglari, Sisplatin nefrotoksisitesi
olusturduklari Sprague-Dawley radarinda;
Verapamil'in, bobrekte Sisplatin  birikimini ve
dolayisiyla nefrotoksisiteyi arttirdigini bildirmiglerdir
(16). Bu bizim ¢aligmamizda elde edilen bulgular ile
uyumsuz bulunmustur.

Campbell ve arkadaslar, ratlar tizerinde yaptiklari
caligmada Sisplatin nefrotoksisitesinin
mekanizmasinda, renal Kkortekste Kkalsiyum aracili
mitokondri hasarinin oldugunu gostermislerdir. Bu da
kalsiyum antagonistlerinin Sisplatin nefrotoksisitesini
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Onleyebilecegini  diisiindliirmektedir  (26).  Bizim
calismamizda mikroskobik inceleme yapilamadigindan
farklilik net olarak degerlendirilememistir.

Calismamizda verapamil, nefrotoksisiteyi
Onlemede etkisiz, tedavisinde etkin bulunmustur ki, bu
bulgu Capasso ve Deray'in caligmalart ile uyumlu
bulunmustur.

Balik yagi

Kontrol grubu ile karsilastinldifinda calisma
baslangicinda, stiresince ve sonunda lre, kreatinin ve
GFR degerlerinin arasinda anlamli fark olmadigi
gorilmemistir (p>0,05). Calismamizda Balik yagi
grubunda, 8 rattan l'inde ABY nedeniyle olim
gozlenmistir ve bu farklilik sag kalim yonilinden
degerlendirildiginde anlamli bulunmamustir.

Morphake ve arkadaslari, Wistar raflarinda
olusturduklan siklosporin nefrotoksisitesi sonrast Balik
yagi vererek, Uriner TxB2 artist ve 6-keto-PGFl alpha
ve PGE-2 ekskresyonunda azalma; dolayisiyla PG/Tx
oraninda digme tespit etmislerdir (20).

Bennett ve arkadaglarinin kadavradan transplantli,
Siklosporin kullanan 90 hasta iizerinde 1995 yilinda
yaptiklar1 calismada, erken transplantasyon doneminde
Balik yagi'nin (EPA) rejeksiyon epizotlarini azalttigini;
ancak ge¢ donemde kullanildiginda etkinliginin azaldigi
gozlenmistir (21). Badalamenti ve arkadaslari, karaciger
transplantl siklosporin kullanan 27 hastada 2 ay siireyle
yaptiklar1 prospektif, randomize, cift-kor caligmada;
Balik yag: ile efektif renal plazma akiminda % 22, renal
kan akiminda % 17 ve  GFR'de % 33 artma, total
vaskiler direngte % 20 ve iriner TxB2 atiliminda
belirgin azalma oldugunu gostermislerdir (19).

El Daly, balik yagi'nin Gentamisin
nefrotoksisitesini diizeltmede etkin oldugunu ve bu
etkinin de Gentamisin'in renal kortekste yaptigi
biyokimyasal degisiklikleri yok ederek olusturdugunu
bildirmistir (26).

[laca baghh nefrotoksisitenin  Balik yag
kullanilarak 6nlenmesinde, Sisplatin'in yer aldig1 her
hangi bir caligmaya rastlanmamis olmast bizim
calismamizda elde edilen sonuglarin literatur ile
karsilagtinlmasim1 ~ olanaksiz  kilmustir.  Calismanin
sonunda, Balik yagi'nin Sisplatin nefrotoksisitesini
onlemedigi gorilmustir.

Calismamizin sonunda yiiksek doz kalsiyum kanal
blokerlerinin sisplatin nefrotoksisitenin
iyilestirilmesinde etkin oldugunu (p<0,05),
onlenmesinde gozlenen etkinligin istatistiksel anlam
tasimadigini (p>0,05), balik yagi'nin etkinliginin ise
olmadigint (p>0.05) gostermistir.
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