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ABSTRACT 
Objectives: 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; Group1, 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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ÖZET 
Bu çalışmada, deneysel olarak rat böbreğinde in vivo oluşturulan reperfüzyon iskemisinde, oluşan hasardan 

sorumlu lipid peroksidasyonuna, kalsiyum kanal blokeri olan verapamil ile vitamin E olarak bilinen alfa-tokoferolün 
karşılaştırmalı koruyucu etkilerini araştırmak amaçlanmıştır. 

Wistar ratları, bilateral renal pedikülleri klemplenmek yoluyla 60 dakika süreyle sıcak iskemiye maruz 
bırakılmıştır. İlaçlar, intravenöz olarak iskemik periyodun sonunda reperfüzyon başlamadan verilmiştir. 24 adet rat 4 
gruba ayrıldı. Grup 1 iskemik kontrol fizyolojik salin solüsyonuyla (0,5 ml/kg), grup 2 verapamil 1.25 mg/kg, grup 3 
alfa-tokoferol 100 mg/kg, grup 4 sadece laparotomi. Ölçümler reperfüzyonun 48. saatinde yapıldı. Lipid 
peroksidayon ölçümleri malondialdehit (MDA) metodu  ile yapıldı. Ek olarak böbrek fonksiyon testleri ile renal hasar 
tayini yapıldı.  

Lipid peroksidasyonu grup 1’de laparotomi grubu ile kıyaslandığında belirgin olarak artmış bulundu. Benzer 
etki böbrek fonksiyon testlerinde de gözlemlendi. Fizyolojik salin grubunda ve alfa tokoferol grubunda MDA 
düzeylerinde azaltıcı etki gözlenmedi. Verapamil verilen grupta ise lipid peroksidasyonudaki artışın engellendiği 
görüldü (p<0.01). Sonuç olarak bu çalışmada verapamilin alfa-tokoferole göre lipid peroksidasyonunda daha iyi bir 
koruyucu etkisi olduğu gözlendi. 

Anahtar Kelimeler: Reperfüzyon hasarı, verapamil, alfa-tokoferol, lipid peroksidasyonu 
 

GİRİŞ 
İskemik dokuların reperfüzyonuyla oluşan 

oksijen kökenli serbest radikallerin, reperfüzyon 
hasarı patogenezinde önemli rol oynadıkları bü-
yük çoğunlukça kabul edilmektedir1. Reaktif ok-
sijen radikalleri (Süperoksit radikal, hidrojen pe-
roksit, hidroksil radikal); miyokard, ince bağır-
saklar, çizgili kas, karaciğer ve böbrekler gibi çe-

şitli dokuların reperfüzyon hasarlarının oluşma-
sında rol oynamaktadırlar2-9. Oluşan radikal 
formları; esas olarak hücre membranında lipid 
peroksidasyonu yoluyla doku hasarı oluşturmak-
tadırlar10. Lipid peroksidasyon boyutunu ölçmek 
için; kolaylığı ve duyarlılığı nedeniyle malondi-
aldehit (MDA) metodunu kullanmayı uygun bul-
duk.  
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Beta-karoten, askorbik asit, alfa-tokoferol 
gibi serbest radikal önleyicileri; doku direncini, 
oksidatif stres ve serbest radikallere karşı oluştu-
rurlar1,11. Dokulardaki antioksidan savunma sis-
teminin kapasitesini aşacak miktarlardaki, reaktif 
oksijen radikallerinin oluşmasının, reperfüzyon 
hasarına yol açtığı düşünülmektedir. Antioksi-
danların esas fonksiyonu, serbest radikal oluşu-
munu engellemektir1. Antioksidanların en popü-
ler olan ve en çok çalışılanı alfa-tokoferoldür10,12-

15. Alfa-tokoferol dokuları peroksidasyondan ko-
ruyarak iş görür, hem peroksidasyon zincirini kı-
rar hem de lipid peroksil radikalini (LOO) orta-
dan kaldırır. Kalsiyum kanal blokürleri, daha 
önceki reperfüzyon hasarı modelli çalışmalarda, 
organ fonksiyonunun korunmasında değerli ola-
rak bulunmuştur16-19. Verapamil’in reperfüzyon 
sırasında, serbest radikal oluşumunu engelleyici 
etkisi, daha önceleri gösterilmiştir18,20-22.   

 

Bu hayvan modeli çalışmasında, verapamil 
ile alfa-tokoferol’ün  karşılaştırmalı olarak MDA 
metodunu kullanarak, rat böbreğinde in-vivo re-
perfüzyon hasarına olan etkilerini araştırmak 
amaçlanmıştır. 

 
GEREÇ ve YÖNTEM 
Hayvan modeli: Yirmidört adet erkek Wis-

tar cinsi rat (150-200 gr) 4 gruba ayrılarak çalı-
şıldı. Grup1: Fizyolojik salin solüsyonu ile tedavi 
edilen kontroller (n=6), Grup2: Verapamil 1.25 
mg/kg (Knoll-Türkiye) ile tedavi edilenler (n=6), 
Grup3: Alfa-tokoferol 100 mg/kg (Roche-Türki-
ye) ile tedavi edilenler (n=6), Grup4: Sham (sa-
dece laparotomi yapılanlar)  (n=6). 

 

Tüm ratlar, deney süresinde standart hayvan 
yemi ve su ile beslendi, metabolik kafeslerde tek 
olarak tutuldu. Anestezi işlemi Xylazine 10 mg/ 
kg ve Ketamine 90 mg/kg ile yapıldı. Karın cildi 
tıraş edilerek %10 povidine ile temizlendikten 
sonra yaklaşık 2 cm’lik üst abdominal orta hat 
kesi ile laparotomi yapıldı ve uygun şekilde dis-
seksiyon ile renal pediküllere ulaşıldı. İlk üç 
grupta mikrovasküler klempler kullanılarak bila-
teral renal pediküller oklüze edildi ve 60 dakika-
lık renal iskemi uygulandı. İlaçlar reperfüzyonda 
5 dakika önce vena cava yoluyla puşe olarak ve-
rildi. Laparotominin kapatılmasında önce hayvan 
ağırlığının %2.5’i kadar fizyolojik salin solüsyo-
nu subkutan olarak uygulandı. Anestezi etkisi 

geçtikten sonra hayvanlar tekrar metabolik kafes-
lere konulup yiyecek ve su verildi. Kırksekiz saat 
sonra, tekrar anestezi uygulanarak laparotomi ya-
pıldı. Renal fonksiyon değerlendirilmesi ve 
MDA ölçümleri için  vena cavadan kan örnekleri 
alındı. Çalışma bitiminde ratlar kardiyak ponksi-
yon ile sakrifiye edildi. Renal fonksiyon değer-
lendirmesi için serum üre, kreatinin ve kreatinin 
klirensi çalışmaları otomatik analizör ile yapıldı. 
Kreatinin klirensi ölçümü; ratların metabolik ka-
feslerinden elde edilen son 24 saatlik idrar mik-
tarları ve vena cavalarından alınan serum örnek-
leri kullanılarak standart klirens formülü ile ya-
pıldı.   Klirens,  U*V/P formülü ile hesaplandı.       

 

U=İdrar kreatinin (mg/dl) 
P=Plazma kreatinin (mg/dl) 
V=24 saatlik idrar miktarı (ml)  
 

Lipid peroksidasyon tayini: Serbest radikal-
ler, poliansatüre yağ asitlerinin peroksidasyonu 
sonucu ortaya çıkarlar. Bunun tayin prensibi ma-
londialdehit (MDA) ile Tiyobarbitürik asit 
(TBA)’nın reaksiyonunu temel alır. Bu deneyde 
MDA, lipid peroksidasyonunun ve dolayısı ile 
serbest radikal aktivitesinin bir belirleyicisi ola-
rak modifiye Yagi  metodu kullanılarak ölçül-
dü23. En az  0.5 ml’lik kan örnekleri 50 µl (10 
mg/ml) içeren test tüplerine alındı ve 5 dakika 
süre ile 3000 devir/dakika ile santifüje edilip 
plazması alınarak hemen çalışıldı. 100 µl plazma 
ile 1 ml tampon (4 derece santigratta, 15 mM Na 
ve 145 mM K içeren, ph 7’ye ayarlı, 50 mM P 
tamponu ile) yapıldı. Daha sonra 1.5 ml TBA 
eklendi. TBA, 13.5 gr tiyobarbitürik asit, 0.33 gr 
triklorasetik asit ve 8.5 ml hidroklorik asit’in 100 
ml distile suda çözülmesi ile elde edildi. Tüpler 
15 dakika süre ile 100 derece santigratta ısıtıldı. 
Soğuduktan sonra 1 ml %70’lik TCA tüplere ek-
lendi ve 20 dakika beklendi. On dakika 3.000 de-
vir/dakika santrifüj sonrası 515 nm eksitasyon ve 
553 nm emisyonda floresans ölçümü yapıldı. So-
nuçlar plazmada MDA/ml ve nmol olarak ifade 
edildi.          

 

İstatistiksel metod: Bilgileri değerlendirmek 
için non parametrik analizler (Mann Whitney U) 
kullanıldı. Tüm parametrik analizler ortalama± 
SD olarak rapor edildi. p<0.05 istatistiksel olarak 
anlamlı kabul edildi. 
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BULGULAR 
Renal fonksiyon çalışmalarının sonuçları 

tablo 1’de özetlenmiştir. Buna göre Grup 1 (fiz-
yolojik salin)’de ve Grup 2 (Verapamil)’de, yal-
nızca laparotomi yapılan Grup 4 ile karşılaştırıl-
dığında, 60 dakikalık sıcak iskemi periyodunu ta-
kip eden 48 saat sonunda serum üre miktarları iki 
kat kadar artmış olarak bulundu. Grup 3 (alfa-to-
koferol)’te ise serum üre değerleri Grup 4 ile ya-
kın değerlerdeydi. Serum kreatinin değerleri ise 
tüm gruplarda birbirine yakın seyrediyor ve an-
lamlı bir değişiklik göstermiyordu. 

 

Kreatinin klirensi bakımından en fazla bo-
zulmayı fizyolojik salinle tedavi edilen Grup 1 
göstermekteydi. Bu parametrenin Verapamil uy-
gulanan Grup 2 ile alfa-tokoferol uygulanan 
Grup 3’te, sadece laparotomi uygulanan Grup 
4’ün sonuçlarına benzerlik gösterdiğini yani 
Grup 1 kadar bozulmadığını görmekteyiz. 

 

Kırksekiz saat’lik iskemi/reperfüzyon sonra-
sı dönemdeki lipid peroksidasyon sonuçları Tab-
lo 2’de özetlenmiştir. Buna göre,  Grup 4 (sham) 
ile karşılaştırıldığında, en fazla serbest radikal 
gelişimi fizyolojik salin ile tedavi edilen Grup 1 
de gözlenmektedir. Aynı şekilde alfa –tokoferol 
ile tedavi edilen Grup 3’te de serbest radikal ar-
tışı Grup 4 (sham)’e göre daha fazla miktardadır. 
Reperfüzyon öncesi uygulanan verapamil ise ser-
best radikal düzeyini, sham grubu ile hemen he-
men aynı düzeyde tutarak daha iyi bir sonuca se-
bep olmuştur (p<0.01).  

 
TARTIŞMA 
İskemik bir organın reperfüzyonu genellikle 

şiddetli bir doku hasarı ile sonuçlanmakta olup, 
bu durum iskemik dönemin kendisinden çok ye-
niden oksijenasyonunun bir sonucudur. Biyokim-

yasal seviyedeki bir çok çalışma ve hayvan de-
neyleri, yeniden oksijenasyonun zararlı oksijen 
radikallerinin fazla miktarda üretilmesine yol aç-
tığını, bunun da doğal antioksidan savunma me-
kanizmasını tahrip ettiğini, reperfüze organda ve 
belki de tüm vücutta oksidatif yükü artırdığını 
göstermiştir1,11,19,24.  

 

Organların iskemiye olan dirençleri farklılık 
gösterir. Kalp ve böbrek gibi organlarda ciddi 
iskemiler sonrasında, serbest radikal engelleyici-
leri etkili çalışarak reperfüzyon hasarını azaltır-
lar7-9,24,25. Ancak bağırsaklarda serbest radikal 
önleyiciler, ciddi iskemiler sonrası çok etkili ola-
mamaktadırlar4. 

 

Serbest radikal önleyicileri, reperfüzyon 
komponenti tarafından oluşturulan toplam hasa-
rın büyük kısmında etkili olmaktadırlar. Lipid 
peroksidasyonunu önlemede başarılı bir zaman-
lama olması için antioksidanların reperfüzyon 
öncesinde yada başlama anında verilmesi önem-
lidir11,19. 

 

Biyolojik membranlarda, lipid peroksidas-
yonunu önleyen esas antioksidan alfa-tokoferol-
dür1,12. Alfa-tokoferolün yaygın miyokardial ve 
karaciğer reperfüzyon hasarlarındaki koruyucu 
etkileri bildirilmiştir1,3,6,7,12. Kirpatovski’nin bir 
çalışmasında dimethylsulphoxide ile birlikte alfa-
tokoferol lipid peroksidasyonundan korumada 
verapamilden üstün bulunmuştur26. Ancak bu ça-
lışmada esas etkinin karışımdaki dimethylsulpho-
xide konsantrasyonunun etkili olduğunu düşün- 
mekteyiz. Ayrıca sadece alfa-tokoferol ile tedavi 
edilen grup olmamasının gerçek bir değerlendir-
me yapılmasına imkan tanımadığını düşünmekte-
yiz. Takenada ise, rat böbreğindeki sıcak iskemi-
de alfa-tokoferolün koruyucu etkisini, sıcak iske-  

 

 Grup 1 (n=6) 
(Fizyolojik Salin) 

Grup 2 (n=6) 
(Verapamil) 

Grup 3 (n=6) 
(Alfa Tokoferol) 

Grup 4 (n=6) 
(Sham) 

Serum üre (mg/dl) 71.6±10.26* 116.6±105.2.4* 46.4±5.45 48.2±10.99 
Serum kreatinin (mg/dl) 80.4±8.79 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 sonuçları (*p<0.01 sham grubu ile karşılaştırıldı. **p<0.05 sham grubu ile karşılaştırıldı.) 

 

 Grup 1 (n=6) 
(Fizyolojik salin) 

Grup 2 (n=6) 
(Verapamil) 

Grup 3 (n=6) 
(Alfa Tokoferol) 

Grup 4 (n=6) 
(Sham) 

MDA (nmol/ml) 5.36±0.29* 1.99±0.32 4.38±0.65* 1.98±0.5
2 

Tablo 2. Reperfüzyon sonrası 48 inci saatte lipid peroksidasyon sonuçları (*p<0.01 sham grubu ile karşılaştırıldı.) 
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miyi takiben oluşturulan reperfüzyondan sonra 
ATP sentezinin artmasına bağlamış ve serum 
kreatinin seviyelerinin de daha düşük olduğunu 
bildirmiştir14. Alfa-tokoferolden zengin besinler-
le beslenmenin Ig A nefropatisinde deneysel ola-
rak yapısal değişimlerde ve renal fonksiyonları 
iyileştirmede iyi yöndeki etkisi kanıtlanmıştır15. 
Buna rağmen Ramsammy, ratlarda gentamisin 
nefropatisinde, oksidatif temizlenmede önemli 
rol oynayan glutathione zincirinde ve enzim akti-
vitesinin baskılanmasında alfa-tokoferolü yeter-
siz bulmuştur13. Bizim çalışmamızda alfa-tokofe-
rolün reperfüzyondan 5 dakika önce uygulanma-
sından sonra, lipid peroksidasyonunda sınırlı et-
kisi olduğu ancak diğer gruplarla karşılaştırıldı-
ğında kreatinin klirensi ile saptanan renal fonksi-
yonların sham grubu ile benzerlik gösterdiği sap-
tanmıştır. Literatürde alfa-tokoferol uygulama 
yöntemi ve dozajı farklılık gösterdiğinden, ortaya 
çıkan farklı görüşlerden bir nihai karar çıkarmak 
zordur12-15,24,26. Her nasılsa, kapalı lipid peroksi-
dasyon reaksiyonlarında alfa-tokoferolün antiok-
sidatif alanı azalmaktadır. Çünkü bu durumlarda 
alfa-tokoferol düzeyi ve etkinliği oldukça az ola-
rak görülmektedir. Ters olarak alfa-tokoferol 
yüksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi gö-
rev alarak zararlı olabilmektedir1. 

 

Verapamil gibi kalsiyum kanal blokürleri, 
lipid peroksidasyonu sonucunda oluşan serbest 
radikaller’in yol açtığı, patolojik iyon geçişini 
engelleyerek, membran koruyucu bir etki göster-
mektedirler16,17,19. Ek olarak kalsiyum kanal blo-
kürleri, renal parankimdeki artmış vasküler rezis-
tansı azaltıp, kan akımını tekrar arttırarak, azal-
mış renal fonksiyonu da restore ederler20-22. Sha-
piro ve ark. isole bir model ile verapamil’in sıcak 
ve soğuk iskemiden sonra renal fonksiyonlara o-
lan etkisini araştırmışlardır21. Bu çalışmada vera-
pamilin hiçbir sistemik etkisi olmadan, sıcak ve 
soğuk iskemi nedeniyle oluşacak olumsuz etki-
lerde, koruyucu olduğu rapor edilmiştir. Ayrıca 
Sobh ve ark. verapamille ilgili benzer sonuçlar 
bildirmişlerdir20. Bizim çalışmamızda verapami-
lin; reperfüzyondan hemen önce uygulanarak, li-
pid peroksidasyonunu azaltıp, belki de artmış 
iyon girişini de azaltarak, sıcak iskemi sonrasın-
daki reperfüzyon hasarını azaltıcı etkisi görül-
müştür. Alfa-tokoferolün benzer bir etkisi ise, bi-

zim çalışmamızda gösterilememiştir. Verapamil 
ile alfa-tokoferolün birlikte kullanıldığı bazı de-
ğişik organ modelli çalışmalar vardır ve  verapa-
milin; alfa–tokoferolün reperfüzyon hasarından 
koruyucu etkisini, artırdığı rapor edilmiştir26,27.  

 

Sonuç olarak çalışmamızda, bilateral sıcak 
iskeminin iskemik periyottan sonraki 48. saatte 
böbrek fonksiyonu üzerinde zararlı etkiler oluş-
turduğu böbrek fonksiyon testleri ile gösterilmiş-
tir. Ayrıca verapamilin reperfüzyon hasarından 
korunmada alfa-tokoferolden daha iyi bir koru-
yucu etki gösterdiği bulunmuştur. Alfa-tokofero-
lün güçlü serbest radikal önleyici etkisi ve lipid 
peroksidasyon zincirini kırma özelliklerine rağ-
men reperfüzyon hasarından koruyucu etkisi ha-
len kesin bir açıklık kazanmamıştır. 
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