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ÖZET
îskemi sonrası reperfüzyonla meydana gelen oksi-

jen serbest radikalleri iskemik akut renal yetmezlik
patogenezinde ve renal transplantasyon sonrası al-
lograft fonksiyonunun gecikmesinde önemli rol oynar-
lar. Bu çalışmada 50 Guinea Pig'de sıcak renal iske-
mi ve reperfüzyon sırasında oluşan oksijen serbest
radikalleriyle meydana gelen Lipid peroksidasyonu ve
renal histolojik değişiklikler üzerinde alpha-tocophe-
rol (E vitamini) tedavisinin etkilerini incelemeyi
amaçladık.

50 Guinea Pig, 5 gruba bölündü. Grup 1 (n=10)
sağlıktık kontrollerdi. Grup 2 (n=10)'ye 30 dk. sürey-
le sıcak renal iskemi uygulandı. Grup 3 (n-10)'e sı-
cak renal iskemi öncesi 3 gün süreyle intraperitoneal
alpha-tocopherol (100 mg/gün) verildi. Grup 4
(n=10)'e 30 dk. sıcak renal iskemi sonrası 60 dk. re-
perfüzyon yapıldı. Grup 5 (n-10)'e intraperitoneal
alpha-tocopherol verildi ve sıcak renal iskemiyi taki-
ben reperfüzyon uygulandı.

Grup 4'de lipid peroksidas)'onunun bir göstergesi
olan plasma malondialdehit düzeyleri (median değer:
9.52 nmollmL) sırasıyla Grup 1,2,3 ve 5'den daha
yüksek bulundu (6.67, 6.59, 6.56, 6.57 nmollmL, p <
0.001 tüm gruplar için).

Renal histolojik incelemede ise sıcak renal iskemi-
yi takiben proksimal ve distal tubuluslarda nekroz
gözlendi. Reperfüzyonu takiben bu nekroz sahası ge-
nişledi ve glomerulus hasarı başladı. Alpha-tocophe-
rolle tedavi, renal iskeminin histolojik değişikliklerini
etkilemedi, fakat renal iskemi sonrası reperfüzyon ha-
sarını azattı.

Sonuç olarak, alpha-tocopherol'ün sıcak renal is-
kemiyi takiben reperfüzyonda lipid peroksidasyonu ve
renal histolojik hasarı azalttığı gösterildi.

Anahtar Kelimeler : Sıcak renal iskemi, reper-
füzyon, 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 nmollmL), 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.
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GİRÎŞ

Renal postiskemik reperfüzyonu takiben oluşan ok-

sijen serbest radikallerinin akut renal yetmezlik patoge-

nezinde (1) ve renal transplantasyondan sonra gecik-

miş graft fonksiyonunda önemli rolleri vardır (2).

Renal iskemi adenosine triphosphate (ATP) yıkı-

mında artış meyadana getirir. Yıkım ürünleri olarak

Adenosin Monofosfat (AMP), adenosin, inosin ve hi-

poksantin artar (3).

Renal reperfüzyonda hipoksantin, ksantin oksidaz

tarafından ksantine çevrilir ve bu sırada moleküler ok-

sijenin yıkım ürünü olarak superokside radikali oluşur

(4, 5).

Superoksid radikali ve onun yıkım ürünleri olan

hidroksil radikali ile hidrojen peroksit mitokondrium,

lizozom ve plazma membranlan üzerinde lipid perok-

sidasyonu vasıtasıyla hücresel hasar meydana getirir

(6, 7). Hücre membranlarında lipid peroksidasyonu yo-

luyla meydana gelen hücre hasan, membran permeabi-

lite artışından hücre lizisine kadar değişebilir (8).

Alpha-tocopherol (E vitamini), superokside dismu-

tase, allopurinol önemli oksijen serbest radikal çöpçü-

leri ve antioksidanlarıdır (9).

Çalışmanın amacı Guinea Pig'lerde sıcak renal is-

kemiyi takiben reperfüzyon hasarında lipid peroksidas-

yonu ve alpha-tocopherol tedavisinin etkilerini deney-

sel olarak tesbit etmektedir.

MATERYAL VE METOD

350-500 gm. ağırlığında 50 Albino Guinea Pig, ke-

tamine hidroklorid'le intraperitoneal olarak anestezi

edildi (Ketalar, 30 mg/kg). 50 Guinea pig her grupta

lO'ar adet olmak üzere, 5 gruba bölündü. Grup 1 sağ-

lıklı kontrollerdi. Grup 2'ye sadece sıcak renal iskemi

uygulandı. Grup 3'e üç gün süreyle, 100 mg/gün intra-

peritoneal olarak alpha-tocopherol (-Euphenal amp,

Roche) verildi ve daha sonra sıcak renal iskemi uygu-

landı. Grup 4'e sıcak renal iskemiyi takiben reperfüzo-

yon işlemi yapıldı. Grup 5'e üç gün süreyle 100

mg/gün, intraperitoneal olarak alpha-tocopherol verildi

ve sıcak renal iskemiyi takiben reperfüzyon uygulandı.

Her grubun işlemleri ayrı zamanlarda yapıldı.

Sıcak renal iskemi ve reperfüzyon işlemi Jablonski

ve arkadaşları (10)'nın rat modeline, Maesen ve arka-

daşları (ll) 'nın Canine modeline ve Mc Dougal

(12)'nın rapor ettiği klasik bilgilere uygun olarak yapıl-

dı.

Sıcak renal iskemi için abdominal orta hat insizyo-

nu yapıldı ve sol böbreğin pedikülü ortaya çıkarıldı.

Pediküle 30 dakika süreyle nontravmatik vasküler

klemp yerleştirildi. îskemik peryodun sonunda klemp

açılarak kan akımının başlamasına izin verildi. Bu re-

perfüzyon işlemi 60 dk süreyle uygulandı.

İşlemleri takiben tüm tüm gruplarda sol böbrekler

alındı ve % 10 tamponlanmış formaldehitle fixe edil-

di. Daha sonra heparin içiren bir şırıngaya (10 IU/mL

kan) intrakardiyak kan örnekleri çekildi. Plazma santri-

füjle ayrıldı ve analize kadar -20 °C'de deep-freeze'de

saklandı. Hayvanlara tüm işlemlerden sonra sodyum

thiopentalin aşın dozu intrakardiyak verilerek öldürül-

dü.

Histoloji

Her grubun böbreklerinden alınan kesitler parafine

gömüldü ve 3 μm'lik kalınlıkta kesildi. Daha sonra ke-

sitler Hematoxylin Eosin'le boyanarak foto ışık mik-

roskobunda incleendi (Olympus Vanox photomicros-

cope).

Lipid Peroxide Deneyi

Lipid peroxidasyon bir lipid peroxidasyon ürünü

olan plazma Malondialdehyde (MDA) seviyeleriyle de-

ğerlendirildi. Toplanan ve dopalanan (-20°C) plazma

örnekleri Buege ve Aust tarafından tarif edilen (13)

yöntemle thiobarbituric asid'le reaksiyona sokulduktan

sonra MDA thiobarbituric asid ürünü tesbit edildi.

İstatistiksel Analiz

Sonuçlar One-Sample ANOVA Varians analizi,

Median değer analizi ve Mann-Whitney - U testi ile

yorumlandı.

BULGULAR

Plazma MDA seviyeleri gruplar arasında farklı idi

(F=24.5; p<0.001). Grupların plazma MDA seviyeleri

Tablo I'de gösterildi.

Dördüncü grubun MDA seviyeleri 2. grup (Z = -

3.6; p>0.001) ile 1.3 ve 5. gruptaki MDA seviyelerin-

den daha yüksekti (Z = 3.78; p<0.001). 5. grubun

MDA seviyeleri grup 1,2 ve 3'den farklı değildi (sıra-

sıyla Z= -0.378, Z= -0.038, Z= 0; p>0.05). Böylece sı-

cak renal iskemi ve reperfüzyonu takiben meydana ge-

len lipid peroksidasyonunun alpha-tocopherol tedavi-
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siyle önlendiği tespit edildi. mik nekrozda değişiklik yoktu (Resim 3).

Tablo I. Plazma Malondialdehyde seveyileri
(median

Gruplar

Grup 1 (n=10)
Grup 2 (n=10)
Grup 3 (n=10)
Grup 4 (n=10)
Grup 5 (n=10)

değerler ve sınırları)

nmol/mL plazma

6.67
6.59
6.56
9.52
6.57

(6.35 - 7.72)
(6.03 - 8.73)
(6.14 - 8.42)
(8.59 -14.22)
(6.11-8.01)

Histolojik Değerlendirme Yapıldığında;

Grup 1 normal glomeruler ve tubuler yapıya sahipti

(Resim 1).

İtf

Resim 1. Normal Glomeruler ve tubuler görünüm

Grup 2'de sıcak renal iskemiyi takiben tubullerde

belirgin iskemik nekroz ve tubulus lümenine dökülmüş

nekroze hücreler gözlendi (Resim2).

Resim 2. 30 dk. sıcak renal iskemiyi takiben tubuluslar-
da belirgin iskemik nekroz ve tubulus lümenine dökül-
müş nekroze hücreler

Grup 3'de alpha-tocopherol verilmesine rağmen 30

dk.lık sıcak renal iskemi sonrası tubuluslardaki iske-

Resim 3. Alpha-tocopherol verilmesine rağmen 30 dk.
lık sıcak renal iskemi sonrası tubuluslarda devam eden
iskemik nekroz

Grup 4'de 30 dk sıcak renal iskemiyi takiben 60 dk

reperfüzyon sonrası yaygın tubuler ve glomeruler nek-

roz görüldü (Resim 4).

Resim 4. 30 dk. sıcak renal iskemiyi takiben 60 dk. re-
perfüzyon sonrası yaygın tubuler ve glomuruler nekroz

Grup 5'de alpha-tocopherol verilmesini takiben

oluşturulan 30 dk sıcak renal iskemi ve reperfüzyonda

tubuluslar ve glomerulde kısmi nekroz görüldü (Resim

5)

Bu bulgularla alpha-tocopherol tedavisinin sıcak re-

nal iskemi sonrası reperfüzyon hasarını azalttığı sap-

tandı.
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Resim 5. alpha-tocopherol verilmesini takiben oluştu-
rulan 30 dk. sıcak renal iskemi ve reperf üzyonda tubu-
luslar ve glomerulde kısmi nekroz

TARTIŞMA

Galat ve arkadaşları (14) renal iskemik olay mey-

dana getirmeden oksijen serbest radikallerine renal ce-

vabı araştırmışlardır. Bu çalışmada hipoksantin ve

ksantin oksidaz birlikte rat böbreğine infüze edildiği

zaman glomeruler filtrasyon hızında % 70 azalma

meydana gelmiştir. Halbuki ksantin oksidaz inaktive

edildiği zaman veya superoksid dismutase yada kata-

lazla böbrek önceden perfüze edildiği zaman glomeru-

ler filtrasyon hızında bir değişiklik saptanmamıştır.

Bu sonucu; oksijen serbest radikalleri lipid peroksidas-

yon yoluyla hücre membranlarını etkileyerek, glome-

ruller ve tubulo-interstisyel yapılarda hücresel hasar

meydana getirerek sağlar (15).

Çalışmamızda lipid peroksid ürünü olan malondial-

dehidin plazma seviyeleri, renal iskemi uygulanan

grupta normal seviyelerde iken, 30 dk. sıcak renal iske-

mi sonrası 60 dk.lık reperfüzyon uygulanan grupta

yüksek bulunmuştur.

Maessen ve arkadaşları (11) Canin böbreklerinin

post-transplant viabilitesi ve enerji metabolizması üze-

rinde sıcak renal iskemi olsun veya olmasın basit so-

ğuk depolamanın etkisini inceledikleri çalışmalarında;

30.dk sıcak renal iskemi sonrası çıkarılan böbreğin 24

saat soğuk depolama sonrası adenin nukleotid seviye-

lerinin değişmediğini, böbrek yeniden implante edilip

60 dk.lık reperfüzyon uygulandığında adenin nukleotid

seviyelerinin azaldığını tespit etmişlerdir. Soğuk de-

polamanın sonundaki doku nekleotid seviyesinin imp-

lantasyondaki viabilite üzerinde herhangi bir rolünün

olmadığı ve daha önceden mevcut olan renal iskemik

hasarın implantasyonu takiben renal viabiliteyi bozdu-

ğu ve soğuk depolamamanın nukleotid koruyucu etki-

sini azalttığı sonucuna varmışlardır.

Marubayaski ve arkadaşları (16) 30, 60 ve 120

dk'lık sıcak renal iskemi ve reperfüzyon işlemi sonrası

renal ATP seviyesinde önemli derecede azalma tesbit

etmişlerdir.

Demirbaş ve arkadaşları (17) Canin renal ototrans-

plantasyon modelinde lipid peroksidasyonunun 24 saat

soğuk depolama sonrası değişmediğini, transplantas-

yondan 1 ve 24 saat sonra arttığını bildirmişlerdir.

Paller (18) ile Doşluoğlu (19) ve arkadaşlarında rat

böbreğinin 60 dk sıcak renal iskemi ve reperfüzyonu

sonrası renal kortex homojenatlannda MDA seviyele-

rinin yükseldiğini tesbit etmişlerdir.

Son yıllarda da Rabl ve arkadaşları (20) insan böb-

rek transplantasyonunda iskemi-reperfüzyon hasarının

lipid peroksidasyonuyla ilişkili olup olmadığını ince-

• lemek için yaptıkları çalışmada lipid peroksidasyonu-

nunu plazma malondialdehid seviyelerini ölçerek tesbit

etmişler ve transplantasyon yapıldıktan sonra reper-

füzyonun başlangıcından 1 saat sonra plazma Malon-

dialdehit düzeylerinde artış olduğunu rapor etmişler-

dir.

Çalışmamıza benzer olarak tüm bu çalışmalarda da

renal iskemi sonrası reperfüzyonda lipid peroksidasyo-

nun aktive olduğu saptanmıştır.

Jablonski ve arkadaşları (10) rat modelini kullan-

dıkları çalışmada 30 dk sıcak renal iskemi sonrası

proksimal tubulusda nekroz ve fonksiyonel değişiklik-

ler tesbit etmişlerdir. Çalışmamızda da 30 dk sıcak re-

nal iskemi sonrası tubuluslarda iskemik nekroz saptan-

dı. Ancak 60 dk'lık reperfüzyondan sonra iskemik nek-

roz daha da yaygınlaştı. Çalışmamızın sonucuna ben-

zer olarak Frega ve arkadaşları (21) iskemik böbreğin

reperfüzyonuyla meydana gelen hasarın yalnızca iske-

miyle oluşan hasardan çok daha fazla olduğunu rapor

etmişlerdir.

Allopurind, alpha-tocopherol, desferoksamin, supe-

roksid dizmutaze gibi serbest radikal çöpçüleri ve anti-

oksidanların renal iskemi ve reperfüzyon öncesi veya

reperfüzyondan hemen önce verilmesiyle renal hasarın

aynı ölçüde azaldığı bildirilmiştir (22).

Alpha-tocopherol tüm hücre ve organel membranla-

n içinde bir lipid faz antioksidanıdır. Oksijen serbest

radikallerini daha az reaktif formlara çevirir ve böylece

bu membranları lipid peroksidasyonuna karşı korur

(23). Güçlü bir okside edici radikal olan hidroksil radi-

kali en fazla harab edici serbest oksijen radikaldir (24).

Alpha-tocopherol hidroksil radikal çöpçülerinden biri-

sidir (25).
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Çalışmamızda alpha-tocopherol'ün sıcak renal is-

keminin sonuçlanın etkilemediği, sıcak renal iskemi

sonrası meydana gelen reperfüzyon hasarını lipid pe-

roksidasyonunu, önleyerek azalttığı tesbit edildi. Ben-

zer olarak Demirbaş ve arkadaşları (17) Canin renal

ototransplatasyon modelinde Euro-Collins solüsyonu

içine alpha-tocopherol ilave etkilerinde transplantasyon

sonrası lipid peroksidasyonun azaldığını ve renal fonk-

siyonların iyileştiğini göstermişlerdir.

Rabl ve arkadaşları da (20) insan böbrek transplan-

tasyonunda vitamin C, E, A ve B kompleksden oluşan

vitamin kompleksinin reperfüzyon başlamadan önce

verildiğinde plasma malondialdehid seviyesinin artma-

dığını ve kreatinin klirensinin önemli oranda yükseldi-

ğini saptamışlardır.

Çalışmamızda ki, alpha-tocopherol'ün sıcak renal

iskemide etkili olmadığı sonucumuza benzer olarak

Green ve arkadaşları da (26) tavşan böbreğinde Allo-

purinol'ün tek basma renal iskemide purin nukleotidle-

rin kaybını önlemediğini ancak reperfüzyonda meyda-

na gelen lipid peroksidasyonu azalttığını tesbit etmiş-

lerdir.

Yine bir başka çalışmada Allopurinol'ün l.V. 1 saat

süreyle verilmesinden sonra 35 dk'hk sıcak renal iske-

miyi takiben reperfüzyonda ortaya çıkabilecek böbrek

yetmezliğini önemli oranda azaldığı saptanmıştır (27).

Sonuç olarak; Guinea pig'lerde alpha-tocopherol te-

davisinin 30.dk sıcak renal iskemiyi takiben reperfüz-

yonda lipid peroksidasyonu önlediği ve histolojik hasa-

rı azalttığı, fakat iskemik renal değişiklikleri etkileme-

diği gösterildi. Böylece renal transplantasyon ve iske-

mik akut renal yetmezlikte böbreği koruyucu bir ilaç

olarak alpa-tocopherol'ün verilebileceği söylenebilir.
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