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ABSTRACT

Obijectives: This study investigated the effects of verapamil, a calcium channel blocker and alpha-
tocoferol, vitamin E on lipid peroxidation which represents reperfusion injury, in-vivo in experimental
ischemia- reperfusion injury of the rat kidneys.

Materials and methods: Wistar rats were subjected to 60 minutes of warm ischemia by cross clamping
the whole renal pedicles bilaterally. Each drug was give intravenously at the end of ischemic period and at the
beginning of reperfusion. The animals (n=24) were divided in to four groups; Groupl, ischemic controls
receiving physiological saline 0.5 ml/kg; Group 2, verapamil 1.25 mg/kg; Group3, alpha-tocoferol 100 mg/kg;
Group 4, Sham group. Evaluation was done at 48 hours after the onset of reperfusion. Lipid peroxidation was
measured in plasma using malondialdehyde (MDA) assay. Additional renal damage was assessed by kidney
function tests.

Results: Lipid peroxidation was increased significantly in bilateral warm renal ischemia in Group 1 when
compared to sham Group. Same deleterious effect on kidney function tests was observed. Neither physiological
saline nor alpha —tocoferol administration had a decreasing effect on MDA values. But administration of
verapamil at the onset of reperfusion prevented the increase in lipid peroxidation (p<0.01).

Conclusion: The results of this study suggest a better protective role of verapamil than alpha-tocoferol in
lipid peroxidation in this animal model.
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OZET

Bu calismada, deneysel olarak rat bobreginde in vivo olusturulan reperfiizyon iskemisinde, olusan hasardan
sorumlu lipid peroksidasyonuna, kalsiyum kanal blokeri olan verapamil ile vitamin E olarak bilinen alfa-tokoferoliin
karsilastirmali koruyucu etkilerini arastirmak amaglanmistir.

Wistar ratlari, bilateral renal pedikilleri klemplenmek yoluyla 60 dakika siireyle sicak iskemiye maruz
birakilmistir. ilaglar, intravenoz olarak iskemik periyodun sonunda reperfiizyon baslamadan verilmistir. 24 adet rat 4
gruba ayrildi. Grup 1 iskemik kontrol fizyolojik salin sollisyonuyla (0,5 mi/kg), grup 2 verapamil 1.25 mg/kg, grup 3
alfa-tokoferol 100 mg/kg, grup 4 sadece laparotomi. Olgiimler reperfiizyonun 48. saatinde yapildi. Lipid
peroksidayon dl¢iimleri malondialdehit (MDA) metodu ile yapildi. Ek olarak bébrek fonksiyon testleri ile renal hasar
tayini yapildi.

Lipid peroksidasyonu grup 1’de laparotomi grubu ile kiyaslandiginda belirgin olarak artmis bulundu. Benzer
etki bobrek fonksiyon testlerinde de godzlemlendi. Fizyolojik salin grubunda ve alfa tokoferol grubunda MDA
diizeylerinde azaltici etki gozlenmedi. Verapamil verilen grupta ise lipid peroksidasyonudaki artisin engellendigi
gorildi (p<0.01). Sonug olarak bu calismada verapamilin alfa-tokoferole gore lipid peroksidasyonunda daha iyi bir
koruyucu etkisi oldugu gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Reperfiizyon hasari, verapamil, alfa-tokoferol, lipid peroksidasyonu

GIRIS

Iskemik dokularin reperfiizyonuyla olusan
oksijen kokenli serbest radikallerin, reperfiizyon
hasari patogenezinde énemli rol oynadiklari bi-
yiik cogunlukca kabul edilmektedir'. Reaktif ok-
sijen radikalleri (Stperoksit radikal, hidrojen pe-
roksit, hidroksil radikal); miyokard, ince bagir-
saklar, ¢izgili kas, karaciger ve bobrekler gibi ce-

sitli dokularin reperflizyon hasarlarinin olusma-
sinda rol oynamaktadirlar®®. Olusan radikal
formlari; esas olarak hiicre membraninda lipid
peroksidasyonu yoluyla doku hasari olusturmak-
tadirlar'®. Lipid peroksidasyon boyutunu 8lgmek
icin; kolaylig! ve duyarliligi nedeniyle malondi-
aldehit (MDA) metodunu kullanmay1 uygun bul-
duk.
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Beta-karoten, askorbik asit, alfa-tokoferol
gibi serbest radikal 6nleyicileri; doku direncini,
oksidatif stres ve serbest radikallere karsi olustu-
rurlar*!, Dokulardaki antioksidan savunma sis-
teminin kapasitesini asacak miktarlardaki, reaktif
oksijen radikallerinin olugmasinin, reperfiizyon
hasarina yol actigl dusunilmektedir. Antioksi-
danlarin esas fonksiyonu, serbest radikal olusu-
munu engellemektir'. Antioksidanlarin en popii-
ler olan ve en ¢ok calisilani alfa-tokoferoldir***
15 Alfa-tokoferol dokulari peroksidasyondan ko-
ruyarak is gorir, hem peroksidasyon zincirini ki-
rar hem de lipid peroksil radikalini (LOO) orta-
dan kaldirir. Kalsiyum kanal blokirleri, daha
onceki reperfliizyon hasari modelli ¢aligmalarda,
organ fonksiyonunun korunmasinda degerli ola-
rak bulunmustur'®*®. Verapamil’in reperfiizyon
sirasinda, serbest radikal olusumunu engelleyici
etkisi, daha 6nceleri gosterilmistir'®2%22,

Bu hayvan modeli calismasinda, verapamil
ile alfa-tokoferol’in Karsilastirmali olarak MDA
metodunu kullanarak, rat bdbreginde in-vivo re-
perfizyon hasarina olan etkilerini arastirmak
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Hayvan modeli: Yirmidort adet erkek Wis-
tar cinsi rat (150-200 gr) 4 gruba ayrilarak c¢ali-
stldi. Grupl: Fizyolojik salin soliisyonu ile tedavi
edilen kontroller (n=6), Grup2: Verapamil 1.25
mg/kg (Knoll-Turkiye) ile tedavi edilenler (n=6),
Grup3: Alfa-tokoferol 100 mg/kg (Roche-Turki-
ye) ile tedavi edilenler (n=6), Grup4: Sham (sa-
dece laparotomi yapilanlar) (n=6).

Tum ratlar, deney siiresinde standart hayvan
yemi ve su ile beslendi, metabolik kafeslerde tek
olarak tutuldu. Anestezi islemi Xylazine 10 mg/
kg ve Ketamine 90 mg/kg ile yapildi. Karin cildi
tiras edilerek %10 povidine ile temizlendikten
sonra yaklasik 2 cm’lik st abdominal orta hat
kesi ile laparotomi yapildi ve uygun sekilde dis-
seksiyon ile renal pedikillere ulagildi. ilk Ug
grupta mikrovaskdiler klempler kullanilarak bila-
teral renal pedikuller okluze edildi ve 60 dakika-
lik renal iskemi uyguland. ilaglar reperfiizyonda
5 dakika 6nce vena cava yoluyla puse olarak ve-
rildi. Laparotominin kapatilmasinda dnce hayvan
agirhginin %2.5’i kadar fizyolojik salin solisyo-
nu subkutan olarak uygulandi. Anestezi etkisi
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gectikten sonra hayvanlar tekrar metabolik kafes-
lere konulup yiyecek ve su verildi. Kirksekiz saat
sonra, tekrar anestezi uygulanarak laparotomi ya-
pildi. Renal fonksiyon degerlendirilmesi ve
MDA élgumleri icin vena cavadan kan érnekleri
alindi. Galisma bitiminde ratlar kardiyak ponksi-
yon ile sakrifiye edildi. Renal fonksiyon deger-
lendirmesi icin serum dre, kreatinin ve kreatinin
klirensi ¢alismalari otomatik analizor ile yapild.
Kreatinin klirensi 6lcum; ratlarin metabolik ka-
feslerinden elde edilen son 24 saatlik idrar mik-
tarlari ve vena cavalarindan alinan serum &érnek-
leri kullanilarak standart klirens formulii ile ya-
pildi. Klirens, U*V/P formili ile hesaplandi.

U=Idrar kreatinin (mg/dI)
P=Plazma kreatinin (mg/dl)
V=24 saatlik idrar miktari (ml)

Lipid peroksidasyon tayini: Serbest radikal-
ler, poliansatiire yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikarlar. Bunun tayin prensibi ma-
londialdehit (MDA) ile Tiyobarbitlrik asit
(TBA)’nin reaksiyonunu temel alir. Bu deneyde
MDA, lipid peroksidasyonunun ve dolayisi ile
serbest radikal aktivitesinin bir belirleyicisi ola-
rak modifiye Yagi metodu kullanilarak olcl-
dii®. En az 0.5 mI’lik kan 6érnekleri 50 ul (10
mg/ml) iceren test tiplerine alindi ve 5 dakika
sire ile 3000 devir/dakika ile santifuje edilip
plazmasi alinarak hemen ¢ahsildi. 100 ul plazma
ile 1 ml tampon (4 derece santigratta, 15 mM Na
ve 145 mM K iceren, ph 7’ye ayarli, 50 mM P
tamponu ile) yapildi. Daha sonra 1.5 ml TBA
eklendi. TBA, 13.5 gr tiyobarbiturik asit, 0.33 gr
triklorasetik asit ve 8.5 ml hidroklorik asit’in 100
ml distile suda ¢ozilmesi ile elde edildi. Tlpler
15 dakika stire ile 100 derece santigratta isitildi.
Soguduktan sonra 1 ml %70’lik TCA tiplere ek-
lendi ve 20 dakika beklendi. On dakika 3.000 de-
vir/dakika santrifiij sonrasi 515 nm eksitasyon ve
553 nm emisyonda floresans dl¢imii yapildi. So-
nuclar plazmada MDA/ml ve nmol olarak ifade
edildi.

Istatistiksel metod: Bilgileri degerlendirmek
icin non parametrik analizler (Mann Whitney U)
kullanildi. Tim parametrik analizler ortalama+
SD olarak rapor edildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.




BULGULAR

Renal fonksiyon calismalarinin sonuclari
tablo 1’de 6zetlenmistir. Buna gore Grup 1 (fiz-
yolojik salin)’de ve Grup 2 (Verapamil)’de, yal-
nizca laparotomi yapilan Grup 4 ile karsilastiril-
diginda, 60 dakikalik sicak iskemi periyodunu ta-
kip eden 48 saat sonunda serum ure miktarlari iki
kat kadar artmis olarak bulundu. Grup 3 (alfa-to-
koferol)’te ise serum ure degerleri Grup 4 ile ya-
kin degerlerdeydi. Serum kreatinin degerleri ise
tim gruplarda birbirine yakin seyrediyor ve an-
laml bir degisiklik gdstermiyordu.

Kreatinin klirensi bakimindan en fazla bo-
zulmay: fizyolojik salinle tedavi edilen Grup 1
gostermekteydi. Bu parametrenin Verapamil uy-
gulanan Grup 2 ile alfa-tokoferol uygulanan
Grup 3’te, sadece laparotomi uygulanan Grup
4’n sonuglarina benzerlik gosterdigini  yani
Grup 1 kadar bozulmadigini gérmekteyiz.

Kirksekiz saat’lik iskemi/reperflizyon sonra-
sI donemdeki lipid peroksidasyon sonuglari Tab-
lo 2’de dzetlenmistir. Buna gore, Grup 4 (sham)
ile karsilastinlldiginda, en fazla serbest radikal
gelisimi fizyolojik salin ile tedavi edilen Grup 1
de gozlenmektedir. Ayni sekilde alfa —tokoferol
ile tedavi edilen Grup 3’te de serbest radikal ar-
tist Grup 4 (sham)’e gore daha fazla miktardadir.
Reperfiizyon 6ncesi uygulanan verapamil ise ser-
best radikal diizeyini, sham grubu ile hemen he-
men ayni diizeyde tutarak daha iyi bir sonuca se-
bep olmustur (p<0.01).

TARTISMA

iskemik bir organin reperfiizyonu genellikle
siddetli bir doku hasari ile sonugclanmakta olup,
bu durum iskemik doénemin kendisinden ok ye-
niden oksijenasyonunun bir sonucudur. Biyokim-
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yasal seviyedeki bir cok calisma ve hayvan de-
neyleri, yeniden oksijenasyonun zararli oksijen
radikallerinin fazla miktarda Uretilmesine yol ac-
tigini, bunun da dogal antioksidan savunma me-
kanizmasini tahrip ettigini, reperfiize organda ve
belki de tum vicutta oksidatif yiku artirdigini
gostermistir11024,

Organlarin iskemiye olan direncleri farklilik
gosterir. Kalp ve bobrek gibi organlarda ciddi
iskemiler sonrasinda, serbest radikal engelleyici-
leri etkili calisarak reperflizyon hasarini azaltir-
lar™®#2%  Ancak bagirsaklarda serbest radikal
Onleyiciler, ciddi iskemiler sonrasi ¢ok etkili ola-
mamaktadirlar’.

Serbest radikal o6nleyicileri, reperflizyon
komponenti tarafindan olusturulan toplam hasa-
rin biyuk kisminda etkili olmaktadirlar. Lipid
peroksidasyonunu énlemede basarili bir zaman-
lama olmasi igin antioksidanlarin reperfiizyon
Oncesinde yada baslama aninda verilmesi 6nem-
lidir™".

Biyolojik membranlarda, lipid peroksidas-
yonunu Onleyen esas antioksidan alfa-tokoferol-
dir*?. Alfa-tokoferoliin yaygin miyokardial ve
karaciger reperflizyon hasarlarindaki koruyucu
etkileri bildirilmistir*%"*2, Kirpatovski’nin bir
calismasinda dimethylsulphoxide ile birlikte alfa-
tokoferol lipid peroksidasyonundan korumada
verapamilden Ustiin bulunmustur®. Ancak bu ca-
lismada esas etkinin karisimdaki dimethylsulpho-
xide konsantrasyonunun etkili oldugunu dusiin-
mekteyiz. Ayrica sadece alfa-tokoferol ile tedavi
edilen grup olmamasinin gercek bir degerlendir-
me yapilmasina imkan tanimadigini disinmekte-
yiz. Takenada ise, rat bobregindeki sicak iskemi-
de alfa-tokoferolun koruyucu etkisini, sicak iske-

Grup 1 (n=6) Grup 2 (n=6) Grup 3 (n=6) | Grup 4 (n=6)
(Fizyolojik Salin) (Verapamil) (Alfa Tokoferol) (Sham)
Serum Ure (mg/dl) 71.6+£10.26* 116.6+105.2.4* 46.4+5.45 48.2+10.99
Serum kreatinin (mg/dl) 80.448.79 72.8+44.17 83.0+9.6** 76.8+6.83
Kreatinin Klerensi (ml/dk) 0.37+0.16 0.64+0.42 0.55+0.35 0.56+0.21

Tablo 1. Renal fonksiyon sonuglari (*p<0.01 sham grubu ile karsilastirildi. **p<0.05 sham grubu ile karsilastirildi.)

Grup 1 (n=6) Grup 2 (n=6) Grup 3 (n=6) | Grup 4 (n=6)
(Fizyolojik salin) (Verapamil) (Alfa Tokoferol) (Sham)
MDA (nmol/ml) 5.36+0.20* 1.99+0.32 4.38+0.65* 1-2981’0-5

Tablo 2. Reperfiizyon sonrasi 48 inci saatte lipid peroksidasyon sonuglari (*p<0.01 sham grubu ile karsilastirildi.)
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miyi takiben olusturulan reperfiizyondan sonra
ATP sentezinin artmasina baglamis ve serum
kreatinin seviyelerinin de daha diisik oldugunu
bildirmistir'. Alfa-tokoferolden zengin besinler-
le beslenmenin Ig A nefropatisinde deneysel ola-
rak yapisal degisimlerde ve renal fonksiyonlari
iyilestirmede iyi yondeki etkisi kanitlanmistir™.
Buna ragmen Ramsammy, ratlarda gentamisin
nefropatisinde, oksidatif temizlenmede 6nemli
rol oynayan glutathione zincirinde ve enzim akti-
vitesinin baskilanmasinda alfa-tokoferoli yeter-
siz bulmustur™. Bizim calismamizda alfa-tokofe-
roliin reperflizyondan 5 dakika 6nce uygulanma-
sindan sonra, lipid peroksidasyonunda sinirh et-
kisi oldugu ancak diger gruplarla karsilastirildi-
ginda kreatinin klirensi ile saptanan renal fonksi-
yonlarin sham grubu ile benzerlik gosterdigi sap-
tanmigtir. Literatirde alfa-tokoferol uygulama
yontemi ve dozaji farklilik gosterdiginden, ortaya
cikan farkli gorislerden bir nihai karar ¢ikarmak
zordur***24%6 Her nasilsa, kapali lipid peroksi-
dasyon reaksiyonlarinda alfa-tokoferoliin antiok-
sidatif alani azalmaktadir. Cunki bu durumlarda
alfa-tokoferol duzeyi ve etkinligi oldukca az ola-
rak gortlmektedir. Ters olarak alfa-tokoferol
yuksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi go-
rev alarak zararh olabilmektedir'.

Verapamil gibi kalsiyum kanal blokirleri,
lipid peroksidasyonu sonucunda olusan serbest
radikaller’in yol agtigl, patolojik iyon gecisini
engelleyerek, membran koruyucu bir etki goster-
mektedirler'®"*°, Ek olarak kalsiyum kanal blo-
kirleri, renal parankimdeki artmis vaskiiler rezis-
tansi azaltip, kan akimini tekrar arttirarak, azal-
mis renal fonksiyonu da restore ederler®®?, Sha-
piro ve ark. isole bir model ile verapamil’in sicak
ve soguk iskemiden sonra renal fonksiyonlara o-
lan etkisini arastirmislardir’. Bu calismada vera-
pamilin hicbir sistemik etkisi olmadan, sicak ve
soguk iskemi nedeniyle olusacak olumsuz etki-
lerde, koruyucu oldugu rapor edilmistir. Ayrica
Sobh ve ark. verapamille ilgili benzer sonuglar
bildirmislerdir®®. Bizim calismamizda verapami-
lin; reperfiizyondan hemen dnce uygulanarak, li-
pid peroksidasyonunu azaltip, belki de artmis
iyon girisini de azaltarak, sicak iskemi sonrasin-
daki reperflizyon hasarini azaltici etkisi gorul-
mustur. Alfa-tokoferolin benzer bir etkisi ise, bi-

14

zim c¢alisgmamizda gosterilememistir. Verapamil
ile alfa-tokoferoliin birlikte kullanildigl bazi de-
gisik organ modelli ¢alismalar vardir ve verapa-
milin; alfa—tokoferoliin reperflizyon hasarindan
koruyucu etkisini, artirdigi rapor edilmistir?>?’.

Sonug olarak calismamizda, bilateral sicak
iskeminin iskemik periyottan sonraki 48. saatte
boébrek fonksiyonu Uzerinde zararh etkiler olus-
turdugu bobrek fonksiyon testleri ile gosterilmis-
tir. Ayrica verapamilin reperfiizyon hasarindan
korunmada alfa-tokoferolden daha iyi bir koru-
yucu etki gosterdigi bulunmustur. Alfa-tokofero-
lin glclu serbest radikal onleyici etkisi ve lipid
peroksidasyon zincirini kirma ozelliklerine rag-
men reperflizyon hasarindan koruyucu etkisi ha-
len kesin bir agikhk kazanmamistir.
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