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Özet

Myokardiyal iskemi-reperfüzyon (MI/R) sýrasýnda perifere giden kan akýmýnda bir deðiþiklik olduðu
bilinmektedir. Bu durum fazla kanlanan organlardan biri olan böbreklerde hasara neden olmakta ve oluþan
bu hasar myokardiyal revaskülarizasyon ve benzeri kalp cerrahisinin yararlarýný azaltmaktadýr.  Sözkonusu
olan bu böbrek hasarýn nedenleri çok çeþitli olmakla birlikte, revaskülarizasyon sýrasýnda hipoperfüzyon,
pulsatil perfüzyonun kaybolmasý, hemoliz ve sistemik inflamatuvar yanýt gibi faktörlerin etkili olduðu
belirtilmiþtir. Buna ek olarak, direkt yapýlan böbrek iskemi reperfüzyonunda meydana gelen nitrik oksid
(NO)�in süperoksit (O2-) radikali ile birleþerek meydana getirdiði peroksinitrit (ONOO-) bu hasarýn meydana
gelmesinde önemli bir role sahip olduðu bildirilmiþtir. Bu çalýþmada MI/R ile oluþan böbrek perfüzyon
deðiþikliklerinde, hasarla iliþkili olduðu sanýlan NO düzeyi üzerine antioksidan Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE)�in etkisi araþtýrýldý. Yirmi bir yetiþkin erkek Wistar sýçan kullanýldý. Hayvanlar; kontrol, MI/R ve
CAPE+MI/R olmak üzere üç gruba ayrýldý. MI/R ve CAPE+MI/R grubundaki sýçanlarýn sol koroner arteri
30 dakika süreyle kapatýldý (iskemi) ve 120 dakika süreyle de tekrar açýldý (reperfüzyon). CAPE+MI/R
grubunda bulunan sýçanlara iskemiden on dakika önce baþlanýlarak reperfüzyon baþlangýcýna kadar CAPE
(50 ìmol kg-1), perfüzyon pompasýyla uygulandý. Reperfüzyon sonrasý böbrekler alýnarak NO düzeyleri ve
histolojik deðiþiklikler araþtýrýldý. MI/R grubu sýçanlarýn böbreklerinde kontrol grubuna göre NO düzeyinde
istatistiksel olarak anlamlý bir artýþ gözlendi (p<0.05). CAPE MI/R�ýn neden olduðu böbrek NO düzeyindeki
artýþý önledi. Histopatolojik sonuçlarýn da bu durumu desteklediði görüldü. Sonuç olarak, MI/R�ýn periferdeki
kan perfüzyonunu deðiþtirerek böbreklerde NO düzeyini artýrdýðý, kalp cerrahisinde meydana gelen böbrek
bozukluklarýnda muhtemelen NO düzeyindeki aþýrý artýþýn da rol oynadýðýný ve bu zararlý etkinlerin CAPE
ile önlenebileceðini söyleyebiliriz.
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Abstract

Role of nýtrýc oxýde ýn the renal damage after myocardýal ýschemýa reperfusýon and effect of caffeýc acýd
phenethyl ester (cape)

 It is known that there is a change peripheral blood flow during myocardial ischemia-reperfusion (MI/R).
This situation causes damage in the kidneys which are one of the much perfusing organs.  The above
mentioned damage occurring in the kidneys reduces use of myocardial revascularization and such like heart
surgery. However, even though the reasons of this kidney damage are various, it has been informed that it
depends on factors such as hypoperfusion, disappearing of pulsatile perfusion, hemolysis and systemic
inflammatory reply during revascularization. In addition, it has been informed that it is effective in the
damage that nitric oxide (NO) combines with superoxid radical (O2-) and forms peroxinitrit (ONOO-) in
the kidney with ischemia reperfusion done directly. In the our study, we studied the effect of antioxidant
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on NO level which is thought to be related with the damage occurring
kidney perfusion changes due to myocardial ischemia reperfusion (MI/R). Twenty one adult male Wistar
rats were divided into tree groups as control, MI/R and  CAPE+MI/R. The left coroner artery was occluded
for 30 min and then reperfused for 120 min more before the experiment was terminated in the MI/R and
CAPE+MI/R groups, and CAPE (50 mol kg-1) was administered 10 min prior to ischemia and during
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Giriþ

Hipoksi ve iskemi böbreklerde önemli hasarlara neden
olmaktadýr. Hipoksi ve iskemi sýrasýnda oluþan böbrek
hasarýnýn etiyopatogenezine ve önlenmesine yönelik
çalýþmalar günümüzde devam etmektedir. Hipoksiye
baðlý böbrek hasarlarýnýn patogenezinde serbest radikal
ve antioksidan enzimlerin rolünün belirlenmesi,
antioksidan tedavi denemelerini gündeme getirmiþtir
(1,2).
Propiller, güçlü antimikrobiyal, antiinflamatuvar,
antioksidan ve antineoplastik aktiviteleri olan ve bal
arýlarý tarafýndan toplanan ürünlerdir. Propillerin aktif
bir komponenti olan Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) bu biyolojik aktivitelerin tümünden sorumlu
tutulmakta ve kullanýldýðýnda insan nötrofillerinde
reaktif oksijen radikallerini bloke ettiði gösterilmiþtir
(3). Yine son yýllarda yapýlmýþ olan bir çok çalýþmada
antioksidan özelliðe sahip olan CAPE�nin iskemi
reperfüzyondan direkt etkilenen organ ve dokularda
reaktif oksijen ve nitrojen radikallerine baðlý olarak
geliþen hasarlarý önlediði saptanmýþtýr (3,4). CAPE�nin
direkt yapýlan böbrek iskemi reperfüzyon hasarýnýn
önlenmesinde gösterdiði olumlu etkilerini ortaya
koyan deneysel bir çalýþmada, bu maddenin serbest
radikallerin üretilmesindeki önleyici ve membran
lipitlerini oksidatif hasardan koruyucu özellikleri
ortaya konmuþtur (5). Ancak, þimdiye kadar baþka
bir organda yapýlan (örneðin; kalp) iskemi
reperfüzyonun böbrek üzerindeki etkisinde serbest
radikallerin bir rolünün olup olmadýðý çalýþýlmamýþtýr.
Oysaki koroner arterlerdeki revaskülarizasyonun
böbreklerde hasar yaptýðý ve geliþen akut böbrek
yetmezliðinin kalp cerrahisinde ölüm nedenlerinden
biri olduðu bilinmektedir (6-8). Bu nedenle koroner
arterlerin revaskülarizasyonundan ve benzeri
operasyonlardan beklenen yarar, söz konusu böbrek
hasarý nedeniyle azalmaktadýr. Bu hasarda koroner
revaskülarizasyon sýrasýnda meydana gelen
hipoperfüzyon, pulsatil perfüzyonun kaybolmasý,
hemoliz ve sistemik inflamatuvar yanýt gibi faktörlerin
rol oynadýðý söylenmektedir (9). Ancak, bu faktörlerin

böbreklerde yaptýklarý hasarýn serbest radikallerden
olabileceði araþtýrýlmamýþtýr. Bu çalýþmada kalp iskemi
reperfüzyonu yapýldý ve böbrekler alýnarak nitrik
oksit (NO) düzeyleri ve histolojik deðiþiklikler
araþtýrýldý ve doku hasarýnýn oluþmasýna neden olduðu
görülen NO üzerine CAPE�nin etkisine bakýldý. Çünkü
iskemi esnasýnda oluþan NO, reprfüzyonda meydana
gelen superoksid (O2-) radikali ile birleþerek toksik
bir oksijen metaboliti olan peroxinitrit (ONOO-)
oluþturur. ONOO- ise dokularda hasar yapmaktadýr
(10-12).

Gereç ve Yöntem

Myokardiyal Ýskemi Reperfüzyonu

Bu çalýþmada 200-250 g aðýrlýðýnda, 21 yetiþkin erkek
Wistar sýçan kullanýldý. Hayvanlar; kontrol (n: 7),
MI/R (n: 7)  ve MI/R+CAPE (n: 7) olmak üzere üç
gruba ayrýldý. 1.2-1.4 g kg-1 dozunda üretan ile
inraperitoneal yolla anestezi yapýldý. Yapay solunum
için trake solunum pompasýna (1.5 ml/100g.�lýk hacim
ve 60 atým/dakikalýk bir hýzla oda havasý-Harvard
Animal Rodent Ventilator) baðlandý. Ýlaç uygulamasý
(CAPE, 50 ìmol kg-1)  için de juguler ven kanülasyonu
yapýldý. Kan basýncý, kanüle edilen karotis arterden
bir transdüser (Harvard model, 50-8952) ve kaydedici
(Harvard Universal penrecorder) yardýmýyla yazdýrýldý
(4,13,14).  Sonra göðüs açýldý. Kalp uygun þekilde
tutularak ucunda 6/0 ipek iplik takýlý 10 mm�lik
yuvarlak uçlu iðneyle sol ana koroner arterlerin
altýndan myokard dokusunu da kýsmen içine alacak
þekilde geçildi. Daha sonra kalp göðüs içine
yerleþtirilerek 20 dakika stabilizasyon için bekletildi.
Lanbeth Conventions metodunda (15) belirlenen
deðerlendirme kriterleri göz önüne alýnarak bu
iþlemlere baðlý herhangi bir aritmi görülmesi ya da
ortalama kan basýncýnýn iskemi öncesi 70 mm/Hg�nin
altýna düþmesi halinde denek çalýþma dýþý býrakýldý.
Konulmuþ olan sütürlerin iplikleri 1 mm çap ve 1
cm boyunda ufak bir plastik tüp içinden geçirildi. 20
dakika stabilizasyon (bekleme) periyodu sonunda
damar altýna geçirilmiþ olan ip bu plastik tüp ve bir
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occlusion by infusion in the CAPE group. At the end of the reperfusion period, rats were sacrificed, and the
kidneys were quickly removed for NO determination and histopathological analysis. Compared with control,
MI/R was accompanied by a significant increase in NO production in the rat kidney. Administration of
CAPE reduced NO production in the kidney. These beneficial changes in these biochemical parameters were
also associated with parallel changes in histopathological appearance. Consequently, MI/R changes peripheral
blood perfusion and increases NO level in the kidneys and thus, the excessive increase in NO level probably
also plays a role in renal disorders during heart surgery. We can say that these harmful effects can be
prevented by means of CAPE.

Key words: Myocardial ischemia reperfusion, kidney, nitric oxide, Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)
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klemp yardýmýyla sýkýþtýrýlarak damarýn kapatýlmasý
ile iskemi gerçekleþtirildi. Bu çalýþmada 30 dakika
iskemi altýnda tutulan kalpte tüp gevþetilerek 120
dakika süreyle reperfüzyon yapýldý. Daha sonra deneye
son verilerek NO ölçümü ve histopatolojik inceleme
için böbrekler alýndý. Kontrol grubuna ise iskemi
reperfüzyon dýþýnda diðer iþlemler ayný þekilde yapýldý.

Ýlaç Uygulamasý

Hayvanlar rasgele örnekleme metoduyla seçildi.
CAPE etanolda çözdürüldü ve %0.9 NaCI ile %1�lik
solüsyonu hazýrlandý. Bu þekilde hazýrlanan CAPE
(50 ìmol kg-1) iskemiden on dakika öncesinden
baþlanýlarak reperfüzyon baþlangýcýna kadar,
perfüzyon pompasýyla uygulandý. Kontrol ve MI/R
gruplarýna ise etanol ve serum fizyolojik ayný þekilde
verildi.

NO Ölçümü

Yarýlanma ömrünün kýsa olmasý ve kimyasal yapýsý
nedeniyle, NO�nun direkt olarak saptanmasý zor
olduðundan dolayý, NO deðerlendirmesi için stabil
son ürünleri olan nitrit ve nitrat ölçümü
kullanýlmaktadýr. Nitrit ve nitrat düzeyleri
spektrofotometrik metod ile böbrek dokusunda
ölçüldü. Bu metod, nitrat redüktaz enzimi varlýðýnda
nitratýn nitrite indirgenmesi ve oluþan nitritin de,
sulfanilamid ve N-etilendiamin dihidroklorid ile
reaksiyona girerek oluþturduðu kompleksin 545 nm�de
verdiði absorbansýn ölçümü prensibine dayanmaktadýr
(3).

Histopatolojik Deðerlendirme

Böbrek dokusu %10 formalin ile fikse edildi. Parçalar
(6 µm) mikrotom ile kesildi ve hemotoksilen-Eozin
(H-E) ile boyandý. Hazýrlanan preparatlardaki
inflamatuvar deðiþiklikler ýþýk mikroskobunda
incelendi (1,2).

Ýstatistik

Gruplar arasý farklýlýklar ANOVA test ile analiz edildi.
Anlamlýlýk p<0.05 olarak tanýmlandý.

Bulgular

Stabilizasyon periyodu süresince üç grubun kan
basýnçlarýnda bir deðiþiklik gözlenmedi. Ancak,
iskemi sýrasýnda MI/R ve CAPE+MI/R gruplarýnda
kontrol grubuna göre anlamlý olarak kan basýncýnda
bir azalma gözlendi. Reperfüzyonda ise, MI/R ve
CAPE+MI/R gruplarýndaki kan basýnçlarý kontrol
grubuyla ayný seviye yükseldi (Tablo 1). CAPE�nin
solventine baðlý bir etki meydana gelmedi.

Tablo 1: Myokardiyal iskemi reperfüzyon (MI/R) yapýlan (MI/R ve
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)+MI/R) ve yapýlmayan (Kontrol)
gruplardaki kan basýncý deðiþiklikleri.

M I / R  y a p ý l a n  g r u p  k o n t r o l  g r u b u y l a
karþýlaþtýrýldýðýnda, böbrekte NO düzeyi anlamlý
olarak arttý. CAPE uygulanan grupta yapýlan MI/R
ise, NO düzeyinde bir artýþ gözlenmedi. Bununla
beraber anlamlý olmamakla (P>0.05) birlikte
CAPE+MI/R kontrol grubuyla karþýlaþtýrýldýðýnda
NO düzeyinde bir azalma da gözlendi (Tablo 2).
Tablo 2: Myokardiyal iskemi reperfüzyon (MI/R) ve
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)�nin böbrekte
nitrik oksit (NO) düzeyine etkileri. n=7 her grup için.

Tablo 2: Myokardiyal iskemi reperfüzyon (MI/R) ve Caffeic acid phenethyl
ester (CAPE)�nin böbrekte nitrik oksit (NO) düzeyine etkileri. n=7 her
grup için.

Böbrek dokular ýnýn  ýþ ýk  mikroskobuyla
deðerlendirilmesi sonucunda, kontrol grubunun
böbrekleri normal histolojik özellikler gösterdi (Þekil
1). Ancak, MI/R grubunda þiddetli böbrek hasarlarý
gözlendi. Bu hasarlar; proksimal tübül epitel
hücrelerinde yaygýn dökülme, tübüler dilatasyon ve
epitel hücrelerin lüminal yüzeylerinde lüminal
düzleþme (mikrovillus yapýsýnýn silindiði) görüldü.
Tübüler hasara ek olarak böbrek cisimciklerinin bir
kýsmýnda glomerüler atrofiye baðlý olarak Bowman
boþluðunda geniþlemeler farkedildi (Þekil 2). Diðer
tarafdan, CAPE+MI/R grubunda ise hafif tübüler
dilatasyon ve atrofi gibi deðiþikliler dýþýnda
glomerüllerin çoðunda normal histolojik görüntü
izlendi. Bu grupta tübüllerde epitel hücre dökülmesi
ve epitelin lüminal yüzeylerinde düzleþme daha fokal
görüldü (Þekil 3).
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87±3  73±5a 92±5 88±3  84±3
91±5  74±5a  94±4 93±3 94±3ab

Kan basýncý (mmHg)
Kontrol
MI/R

CAPE+MI/R

Stabilizasyon
sonrasý

  Ýskemi
   bitimi

30 60 120Gruplar

a: p0.05  Kontrole göre anlamlý, b: p0.05 MI/R�e göre anlamlý

Groups   Kontrol MI/R CAPE+MI/R

NO

(nmol g-1 doku)

322,15±15       533,57±42* 275,41±24**

*p<0.05, MI/R ile Kontrol arasýndaki  anlamlý fark
**p<0.05, CAPE+MI/R ile MI/R arasýndaki  anlamlý fark
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Þekil 1: Kontrol grubu; Glumerulus ve tubuluslar normal. (H-E X 66).

Þekil 2: MI/R grubu; Epitel hücrelerinde þiddetli döküleme ve tubuler
lumende stoplazmik düzleþmeler (ok ile gösterilmiþtir) gözükmektedir.
Ayrýca Bowman boþluðunda dilatasyon (yýldýz ile gösterilmiþtir) farkedildi.
(H-E X 66).

Þekil 3: CAPE+ MI/R grubu; Glumerulus normal gözükmekte fakat
tubuluslarýn bir kýsmý dilate olmuþ (d) ve yassýlaþmýþ epiteliyal hücrelerle
astarlanmýþ görünümündedir. Tubulus lumenindeki epiteliyal hücrelerin
dökülmesi (ok ile gösterilmiþtir) daha seyrek olarak gözükmektedir. (H-
E X 66).

Tartýþma

Kalp iskemisi esnasýnda perifere giden kan akýmýnda
azalma ve ardýndan yapýlan reperfüzyonda ise artýþ
olduðu bilinmektedir (4,13,14). Bu durum fazla
kanlanan organlardan olan böbreklerde hasar
oluþturmaktadýr. Böbreklerde meydana gelen bu hasar,
koroner arterlerin revaskülarizasyonunun ve benzeri

kalp cerrahisinin yararlarýný azaltmaktadýr (6-8).
Bizim çalýþmamýzda iskemi sýrasýnda kan basýncý,
iskemi  öncesine göre anlamlý olarak azaldý ve
reperfüzyon sýrasýnda tekrar eski düzeyine çýktý.
Dolayýsýyla diðer organlarýn perfüzyonunda bir
deðiþiklik oluþtu. Bu kan basýncýndaki deðiþiklik
böbrekte çeþitli zararlý etkenleri tetikleyerek hasar
yapabilir.
Bu çalýþmada kalpte oluþturulan iskemi reperfüzyon
esnasýnda böbrek dokusunda NO düzeyinde bir artýþ
meydana geldi. Serbest bir radikal olan NO, birçok
fizyolojik ve patolojik olaylardaki kan akýmýnýn
düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadýr. Ýskemi,
damar endotelinde hem inflamatuvar hücre
infiltrasyonu hem de indüklenebilir nitrik oksit sentaz
(iNOS) aktivitesini artýrýr. Böylece iskemi sýrasýnda
NO seviyesi artarken, reperfüzyon sürecinde kan
akýmýnýn yeniden baþlamasýyla, büyük miktarlarda
moleküler oksijen dokulara taþýnýr. Reperfüzyon
hasarýndan sorumlu olduðu düþünülen çok miktarda
serbest oksijen radikali ve O2

- ortaya çýkar (10,11).
Ýskemi sýrasýnda oluþan aþýrý miktardaki NO, ya bu
radikalin stabil son ürünleri olan nitrit ve nitrata
dönüþür, ya da O2

-
 radikali ile reaksiyona girerek bir

toksik oksijen metaboliti olan ONOO-�i oluþturur.
ONOO- ise dokularda hasar yapar (12). NO artýþýndaki
bir diðer muhtemel mekanizma ise, nötrofillerin
aktivasyonu ve etkilenen dokuya sekestrasyonudur
(16). Yapýlan birçok araþtýrmada, iskemi reperfüzyona
baðlý olarak yüksek miktarda meydana gelen NO ve
ONOO- oluþumu azaltýlarak hasarýn önlenebileceði
ileri sürülmüþtür (17). Biz bu çalýþmada NO artýþýnýn,
MI/R esnasýnda böbreklerde meydana gelen perfüzyon
deðiþikliðinde iNOS oluþumunun artýþý ile ilsgili
olabileceðini ve dolayýsýyla görülen histolojik hasarýn
NO�nin reperfüzyon esnasýnda oluþan O2

- ile
birleþmesiyle meydana gelen ONOO -�dan
kaynaklanabileceðine baðladýk. Çalýþmamýzda CAPE
uygulanan sýçanlarda NO düzeyi anlamlý olarak düþtü.
Histolojik bulgularda ise, MI/R grubundaki þiddetli
hasarýn CAPE ile azaldýðý görüldü. Ýskemi reperfüzyon
hasarýndan direkt olarak etkilenen dokularda bu
hasarýn CAPE tarafýndan azaltýldýðýný gösteren
çalýþmalar bu bulgumuzu desteklemektedir (3,4).
Çeþitli dokularda bir ilaca veya bir nedene baðlý olarak
NO ve O2

-�in arttýðýný ve bunlara baðlý olarak oluþan
doku hasarýný CAPE�nin azalttýðýný gösteren çalýþmalar
vardýr (18,19). Ancak, direkt yapýlan böbrek iskemi
reperfüzyon esnasýnda artan NO düzeyi bizim
sonuçlarýmýzýn aksine CAPE verilmesi ile daha da
artmýþtýr. Söz konusu araþtýrmacýlar, buna neden
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olarak CAPE�nin insan nötrofillerinde reaktif oksijen
türlerini (O2

- gibi) tam olarak bloke etmesi ve böylece
NO�in serbest kalarak söz konusu bu radikaller
tarafýndan kullanýmýnýn önlemesine baðlamýþlardýr
(3). Ancak bu araþtýrmacýlar CAPE�yi sadece iskemi
öncesinde uygulamýþlardýr. Biz ise çalýþmamýzda
CAPE�yi iskemi öncesinden baþlayýp iskemi boyunca
uyguladýk. Yani reperfüzyon öncesinde de vermiþ
olduk. Çünkü bu güne kadar iskemi reperfüzyon
hasarý konusunda yapýlan yoðun çalýþmalara karþýn,
iskemi repefüzyon sürecinde NO�in ne yönde
etkilendiði pek açýk deðildi. Böylece inflamatuvar
ve hipoksik bir süreçle sonlanan MI/R�nin iNOS
oluþumunu ve dolayýsýyla NO artýþýný iskemi öncesi
ve iskemi süreci boyunca CAPE vererek önlemiþ
olduk. CAPE; antioksidan, antiinflamatuvar,
reperfüzyon hasarý önleyici, antiproliferatif,
immunostimülator, antibakteriyal, antiviral, antikanser,
antiaterosklerotik ve nöroprotektif özelliklere sahiptir.
CAPE bu özelliklerini antioksidan, enzim inhibitörü
veya spesifik reseptörlere baðlanarak göstermektedir
(18). CAPE, antiinflamatuvar etkisini NOS�un gen
oluþumu ve katalitik aktivitesini inhibe ederek
oluþturmaktadýr (18). Çalýþmamýzda CAPE bu özelliði
i le  NO düzeyini  azal tmýþ  olabi leceðini
düþünmekteyiz.
Sonuç olarak, yapýlan bu çalýþmada MI/R sýrasýnda
maynada gelen kan basýncýndaki deðiþiklik böbrekte
hasara neden olmuþtur. Bu hasarda rol alan etkenlerden
birinin artan NO�in O2

- radikali  ile birleþmesi sonucu
oluþan ONOO- olabileceði düþünülebilir. CAPE
antioksidan ve antiiflammatuvar özellikleriyle NO�in
ve O2

-�in aþýrý üretimini dolayýsý ile ONOO- oluþumunu
azaltarak MI/R kaynaklý böbrek hasarýný
önleyebileceði kanýsýndayýz.
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