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OZET

Iskemi sonrasi reperfiizyonla meydana gelen oksi-
Jen serbest radikalleri iskemik akut renal yetmezlik
patogenezinde ve renal transplantasyon sonrast al-
lograft fonksiyonunun gecikmesinde onemli rol oynar-
lar. Bu calismada 50 Guinea Pig'de sicak renal iske-
mi ve reperfiizyon sirasinda olusan oksijen serbest
radikalleriyle meydana gelen Lipid peroksidasyonu ve
renal histolojik degisiklikler ilizerinde alpha-tocophe-
rol (E vitamini) tedavisinin etkilerini incelemeyi
amagladik.

50 Guinea Pig, 5 gruba béliindii. Grup 1 (n=10)
sagliktik kontrollerdi. Grup 2 (n=10)'ye 30 dk. siirey-
le sicak renal iskemi uygulandi. Grup 3 (n-10)'e si-
cak renal iskemi dncesi 3 giin siireyle intraperitoneal
alpha-tocopherol (100 mg/giin) verildi. Grup 4
(n=10)'e 30 dk. sicak renal iskemi sonrast 60 dk. re-
perfiizyon yapildi. Grup 5 (n-10)'e intraperitoneal
alpha-tocopherol verildi ve sicak renal iskemiyi taki-
ben reperfiizyon uygulandi.

Grup 4'de lipid peroksidas)'onunun bir gostergesi
olan plasma malondialdehit diizeyleri (median deger:
9.52 nmollmL) swraswyla Grup 1,2,3 ve 5den daha
yiiksek bulundu (6.67, 6.59, 6.56, 6.57 nmollmL, p <
0.001 tiim gruplar icin).

Renal histolojik incelemede ise sicak renal iskemi-
yi takiben proksimal ve distal tubuluslarda nekroz
gozlendi. Reperfiizyonu takiben bu nekroz sahast ge-
nisledi ve glomerulus hasart bagladi. Alpha-tocophe-
rolle tedavi, renal iskeminin histolojik degisikliklerini
etkilemedi, fakat renal iskemi sonrasi reperfiizyon ha-
sarni azatti.

Sonug olarak, alpha-tocopherol'iin sicak renal is-
kemiyi takiben reperfiizyonda lipid peroksidasyonu ve
renal histolojik hasart azalttigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler : Sicak renal iskemi, reper-
fiizyon, Alpha - Tocopherol

SUMMARY

We investigated effects of alpha-tocopherol on li-
pid peroxidation and histological observations indu-
ced by oxygen free radicals generated during warm
renal ischemia and reperfusion in 50 Guinea Pigs.

Twenty-three Guinea Pigs were divided to five
groups. Group 1 (n:10) was healthy controls. Group
2 (n:10) had warm renal ischemia for 30 minutes.
Group 3 (n:10) was tretad intraperitoneal”™ by alp-
ha-tocopherol (100 mgper day) for three days before
warm renal ischemia. Group 4 (n:10) had reperfusi-
on for 60 minutes after warm renal ischemia for 30
minutes. Group 5 (n:10) was treated intraperitone-
ally by alpha-tocopherol before warm renal ischemia
and reperfusion.

In Group 4, level of plasma malondialdehyde (me-
dian value: 9.52 nmollmlL), an indicator of lipid pe-
roxidation, was higher than those of Group 1, 2, 3
and 5 (6.67, 6.59, 6.56, 657 nmollmL, respectively;
p<0.001 for all groups).

Histological observations showed necrosis of pro-
ximal and distal convoluted tubules following warm
renal ischemia. This necrosis area expanded, and
glomerulus injury started following reperfusion. The
treatment of alpha-tocopherol did not affect to histo-
logical changes of renal ischemia, but it reduced re-
perfusion injury after renal ischemia.

Finally, it was shown that alpha-tocopherol redu-
ced both lipid peroxidation and histologic injury in
reperfusion following warm renal ischemia.

Key Words : Warm renal ischemia, Reperfusi-
on, Alpha-Tocopherol.

* XII. Ulusal Bobrek Hastaliklari, Diyaliz ve Transplantasyon Kongresinde Sozlii Olarak Teblig Edilmistir.



GIRIS

Renal postiskemik reperfiizyonu takiben olusan ok-
sijen serbest radikallerinin akut renal yetmezlik patoge-
nezinde (1) ve renal transplantasyondan sonra gecik-
mis graft fonksiyonunda 6nemli rolleri vardir (2).

Renal iskemi adenosine triphosphate (ATP) yiki-
minda artis meyadana getirir. Yikim driinleri olarak
Adenosin Monofosfat (AMP), adenosin, inosin ve hi-
poksantin artar (3).

Renal reperfiizyonda hipoksantin, ksantin oksidaz
tarafindan ksantine c¢evrilir ve bu sirada molekiiler ok-
sijenin yikim triinii olarak superokside radikali olusur
4, 5).

Superoksid radikali ve onun yikim trlinleri olan
hidroksil radikali ile hidrojen peroksit mitokondrium,
lizozom ve plazma membranlan tizerinde lipid perok-
sidasyonu vasitasiyla hiicresel hasar meydana getirir
(6, 7). Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu yo-
luyla meydana gelen hiicre hasan, membran permeabi-
lite artigindan hiicre lizisine kadar degisebilir (8).

Alpha-tocopherol (E vitamini), superokside dismu-
tase, allopurinol 6nemli oksijen serbest radikal ¢copgii-
leri ve antioksidanlaridir (9).

Calismanin amaci Guinea Pig'lerde sicak renal is-
kemiyi takiben reperfiizyon hasarinda lipid peroksidas-
yonu ve alpha-tocopherol tedavisinin etkilerini deney-
sel olarak tesbit etmektedir.

MATERYAL VE METOD

350-500 gm. agirliginda 50 Albino Guinea Pig, ke-
tamine hidroklorid'le intraperitoneal olarak anestezi
edildi (Ketalar, 30 mg/kg). 50 Guinea pig her grupta
10'ar adet olmak tizere, 5 gruba boliindi. Grup 1 sag-
likl1 kontrollerdi. Grup 2'ye sadece sicak renal iskemi
uygulandi. Grup 3'e ti¢ giin stireyle, 100 mg/giin intra-
peritoneal olarak alpha-tocopherol (-Euphenal amp,
Roche) verildi ve daha sonra sicak renal iskemi uygu-
landi. Grup 4'e sicak renal iskemiyi takiben reperfiizo-
yon iglemi yapildi. Grup 5'e ¢ gin siireyle 100
mg/glin, intraperitoneal olarak alpha-tocopherol verildi
ve sicak renal iskemiyi takiben reperflizyon uygulandi.
Her grubun iglemleri ayri zamanlarda yapildi.

Sicak renal iskemi ve reperflizyon islemi Jablonski
ve arkadaglart (10)'nin rat modeline, Maesen ve arka-
daglart (11)'nin Canine modeline ve Mc Dougal
(12)'nin rapor ettigi klasik bilgilere uygun olarak yapil-
d1.

Sicak renal iskemi icin abdominal orta hat insizyo-

nu yapildi ve sol bobregin pedikiilii ortaya cikarildi.
Pedikiile 30 dakika siireyle nontravmatik vaskiiler
klemp yerlestirildi. iskemik peryodun sonunda klemp
acilarak kan akiminin baglamasina izin verildi. Bu re-
perfiizyon islemi 60 dk siireyle uygulandi.

Islemleri takiben tiim tiim gruplarda sol bobrekler
alindt ve % 10 tamponlanmig formaldehitle fixe edil-
di. Daha sonra heparin iciren bir siringaya (10 IU/mL
kan) intrakardiyak kan ornekleri ¢ekildi. Plazma santri-
filjle ayrildi ve analize kadar -20 °C'de deep-freeze'de
saklandi. Hayvanlara tiim islemlerden sonra sodyum
thiopentalin asin dozu intrakardiyak verilerek oldtriil-
di.

Histoloji

Her grubun bobreklerinden alinan kesitler parafine
gomiildii ve 3 um'lik kalinlikta kesildi. Daha sonra ke-
sitler Hematoxylin Eosin'le boyanarak foto 1sik mik-
roskobunda incleendi (Olympus Vanox photomicros-

cope).
Lipid Peroxide Deneyi

Lipid peroxidasyon bir lipid peroxidasyon Ttrlni
olan plazma Malondialdehyde (MDA) seviyeleriyle de-
gerlendirildi. Toplanan ve dopalanan (-20°C) plazma
ornekleri Buege ve Aust tarafindan tarif edilen (13)
yontemle thiobarbituric asid'le reaksiyona sokulduktan
sonra MDA thiobarbituric asid tirlinii tesbit edildi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglar One-Sample ANOVA Varians analizi,
Median deger analizi ve Mann-Whitney - U testi ile
yorumlandi.

BULGULAR

Plazma MDA seviyeleri gruplar arasinda farkli idi
(F=24.5; p<0.001). Gruplarin plazma MDA seviyeleri
Tablo I'de gosterildi.

Dordiincii grubun MDA seviyeleri 2. grup (Z = -
3.6; p>0.001) ile 1.3 ve 5. gruptaki MDA seviyelerin-
den daha yiiksekti (Z = 3.78; p<0.001). 5. grubun
MDA seviyeleri grup 12 ve 3'den farkli degildi (sira-
styla Z= -0.378, Z= -0.038, Z= 0; p>0.05). Boylece si-
cak renal iskemi ve reperfiizyonu takiben meydana ge-
len lipid peroksidasyonunun alpha-tocopherol tedavi-



siyle onlendigi tespit edildi.

Tablo 1. Plazma Malondialdehyde seveyileri
(median degerler ve sinirlari)

Gruplar nmol/mL plazma

Grup 1 (n=10) 6.67 (6.35-17.72)
Grup 2 (n=10) 6.59 (6.03 - 8.73)
Grup 3 (n=10) 6.56 (6.14 - 8.42)
Grup 4 (n=10) 9.52 (8.59 -14.22)
Grup 5 (n=10) 6.57 (6.11-8.01)

Histolojik Degerlendirme Yapildiginda; _
Grup 1 normal glomeruler ve tubuler yapiya sahipti
(Resim 1).

Resim 1. Normal Glomeruler ve tubuler goriiniim

Grup 2'de sicak renal iskemiyi takiben tubullerde
belirgin iskemik nekroz ve tubulus limenine dokiilmiis
nekroze hiicreler gozlendi (Resim2).

Resim 2. 30 dk. sicak renal iskemiyi takiben tubuluslar-
da belirgin iskemik nekroz ve tubulus liimenine dokiil-
miisg nekroze hiicreler

Grup 3'de alpha-tocopherol verilmesine ragmen 30
dk.lik sicak renal iskemi sonrasi tubuluslardaki iske-

. Res1m 4‘ 3.0 dk. sicak renal iskemiyi takiben 60 dk. re-

mik nekrozda degisiklik yoktu (Resim 3).
™ %"A = s

Resim 3. Alpha-tocopherol verilmesine ragmen 30 dk.
Iik sicak renal iskemi sonrasi tubuluslarda devam eden
iskemik nekroz

Grup 4'de 30 dk sicak renal iskemiyi takiben 60 dk
reperflizyon sonrasi yaygin tubuler ve glomeruler nek-
roz gorildii (Resim 4).

perfiizyon sonrasi yaygin tubuler ve glomuruler nekroz

Grup 5'de alpha-tocopherol verilmesini takiben
olusturulan 30 dk sicak renal iskemi ve reperfiizyonda
tubuluslar ve glomerulde kismi nekroz goriildii (Resim
5)

Bu bulgularla alpha-tocopherol tedavisinin sicak re-
nal iskemi sonrasi reperflizyon hasarini azalttigi sap-

tandi.



Resim 5. alpha-tocopherol verilmesini takiben olustu-
rulan 30 dk. sicak renal iskemi ve reperf lizyonda tubu-
luslar ve glomerulde kismi nekroz

TARTISMA

Galat ve arkadaglar1 (14) renal iskemik olay mey-
dana getirmeden oksijen serbest radikallerine renal ce-
vabi arastirmiglardir. Bu caligmada hipoksantin ve
ksantin oksidaz birlikte rat bobregine infiize edildigi
zaman glomeruler filtrasyon hizinda % 70 azalma
meydana gelmistir. Halbuki ksantin oksidaz inaktive
edildigi zaman veya superoksid dismutase yada kata-
lazla bobrek onceden perflize edildigi zaman glomeru-
ler filtrasyon hizinda bir degisiklik saptanmamugtir.
Bu sonucu; oksijen serbest radikalleri lipid peroksidas-
yon yoluyla hiicre membranlarini etkileyerek, glome-
ruller ve tubulo-interstisyel yapilarda hiicresel hasar
meydana getirerek saglar (15).

Calismamizda lipid peroksid iiriinii olan malondial-
dehidin plazma seviyeleri, renal iskemi uygulanan
grupta normal seviyelerde iken, 30 dk. sicak renal iske-
mi sonrasi 60 dk.lik reperfiizyon uygulanan grupta
yuksek bulunmustur.

Maessen ve arkadaslart (11) Canin bobreklerinin
post-transplant viabilitesi ve enerji metabolizmasi lize-
rinde sicak renal iskemi olsun veya olmasin basit so-
guk depolamanin etkisini inceledikleri calismalarinda;
30.dk sicak renal iskemi sonrasi ¢ikarilan bobregin 24
saat soguk depolama sonrasi adenin nukleotid seviye-
lerinin degismedigini, bobrek yeniden implante edilip
60 dk.lik reperfiizyon uygulandiginda adenin nukleotid
seviyelerinin azaldigini tespit etmislerdir. Soguk de-
polamanin sonundaki doku nekleotid seviyesinin imp-
lantasyondaki viabilite lizerinde herhangi bir roliiniin
olmadig1 ve daha onceden mevcut olan renal iskemik
hasarin implantasyonu takiben renal viabiliteyi bozdu-
gu ve soguk depolamamanin nukleotid koruyucu etki-

sini azalttigi sonucuna varmiglardir.

Marubayaski ve arkadaslar1 (16) 30, 60 ve 120
dk'lik sicak renal iskemi ve reperflizyon iglemi sonrasi
renal ATP seviyesinde onemli derecede azalma tesbit
etmiglerdir.

Demirbag ve arkadaslari (17) Canin renal ototrans-
plantasyon modelinde lipid peroksidasyonunun 24 saat
soguk depolama sonrasi degismedigini, transplantas-
yondan 1 ve 24 saat sonra arttigini bildirmislerdir.

Paller (18) ile Dosluoglu (19) ve arkadaslarinda rat
boébreginin 60 dk sicak renal iskemi ve reperflizyonu
sonrasi renal kortex homojenatlannda MDA seviyele-
rinin yiikseldigini tesbit etmiglerdir.

Son yillarda da Rabl ve arkadaglar1 (20) insan bob-
rek transplantasyonunda iskemi-reperfiizyon hasarinin
lipid peroksidasyonuyla iligkili olup olmadigini ince-

lemek icin yaptiklar caligmada lipid peroksidasyonu-
nunu plazma malondialdehid seviyelerini olgerek tesbit
etmigler ve transplantasyon yapildiktan sonra reper-
fizyonun baslangicindan 1 saat sonra plazma Malon-
dialdehit diizeylerinde artig oldugunu rapor etmisler-
dir.

Calismamiza benzer olarak tiim bu caligmalarda da
renal iskemi sonrasi reperflizyonda lipid peroksidasyo-
nun aktive oldugu saptanmistir.

Jablonski ve arkadaslar1 (10) rat modelini kullan-
diklar1 ¢aligmada 30 dk sicak renal iskemi sonrasi
proksimal tubulusda nekroz ve fonksiyonel degisiklik-
ler tesbit etmiglerdir. Calismamizda da 30 dk sicak re-
nal iskemi sonrasi tubuluslarda iskemik nekroz saptan-
di. Ancak 60 dk'lik reperfiizyondan sonra iskemik nek-
roz daha da yayginlasti. Calismamizin sonucuna ben-
zer olarak Frega ve arkadaslar1 (21) iskemik bobregin
reperfiizyonuyla meydana gelen hasarin yalnizca iske-
miyle olusan hasardan cok daha fazla oldugunu rapor
etmiglerdir.

Allopurind, alpha-tocopherol, desferoksamin, supe-
roksid dizmutaze gibi serbest radikal ¢Opcilileri ve anti-
oksidanlarin renal iskemi ve reperflizyon Oncesi veya
reperfiizyondan hemen once verilmesiyle renal hasarin
ayni Olgude azaldig: bildirilmistir (22).

Alpha-tocopherol tiim hiicre ve organel membranla-
n icinde bir lipid faz antioksidanidir. Oksijen serbest
radikallerini daha az reaktif formlara cevirir ve boylece
bu membranlari lipid peroksidasyonuna karsi korur
(23). Giiglii bir okside edici radikal olan hidroksil radi-
kali en fazla harab edici serbest oksijen radikaldir (24).
Alpha-tocopherol hidroksil radikal ¢opgiilerinden biri-
sidir (25).



Calismamizda alpha-tocopherol'iin sicak renal is-
keminin sonuglanin etkilemedigi, sicak renal iskemi
sonrasi meydana gelen reperfiizyon hasarimi lipid pe-
roksidasyonunu, Onleyerek azalttigr tesbit edildi. Ben-
zer olarak Demirbas ve arkadaslar1 (17) Canin renal
ototransplatasyon modelinde Euro-Collins sollisyonu
icine alpha-tocopherol ilave etkilerinde transplantasyon
sonrasl lipid peroksidasyonun azaldigini ve renal fonk-
siyonlarin iyilestigini gostermislerdir.

Rabl ve arkadaslar1 da (20) insan bobrek transplan-
tasyonunda vitamin C, E, A ve B kompleksden olusan
vitamin kompleksinin reperfiizyon baslamadan Once
verildiginde plasma malondialdehid seviyesinin artma-
diginmi ve kreatinin klirensinin 6nemli oranda ytikseldi-
gini saptamislardir.

Calismamizda ki, alpha-tocopherol'iin sicak renal
iskemide etkili olmadigr sonucumuza benzer olarak
Green ve arkadaslar1 da (26) tavsan bobreginde Allo-
purinol'iin tek basma renal iskemide purin nukleotidle-
rin kaybini 6nlemedigini ancak reperflizyonda meyda-
na gelen lipid peroksidasyonu azalttigini tesbit etmis-
lerdir.

Yine bir bagka ¢aligmada Allopurinol'iin 1.V. 1 saat
stireyle verilmesinden sonra 35 dk'hk sicak renal iske-
miyi takiben reperfiizyonda ortaya c¢ikabilecek bobrek
yetmezligini 6nemli oranda azaldig1 saptanmustir (27).

Sonug olarak; Guinea pig'lerde alpha-tocopherol te-
davisinin 30.dk sicak renal iskemiyi takiben reperfiiz-
yonda lipid peroksidasyonu onledigi ve histolojik hasa-
r azalttigi, fakat iskemik renal degisiklikleri etkileme-
digi gosterildi. Boylece renal transplantasyon ve iske-
mik akut renal yetmezlikte bobregi koruyucu bir ilag

olarak alpa-tocopherol'iin verilebilecegi sOylenebilir.
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