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Ozet

Myokardiyal iskemi-reperfiizyon (MI/R) sirasinda perifere giden kan akiminda bir degisiklik oldugu
bilinmektedir. Bu durum fazla kanlanan organlardan biri olan bobreklerde hasara neden olmakta ve olusan
bu hasar myokardiyal revaskiilarizasyon ve benzeri kalp cerrahisinin yararlarini azaltmaktadir. S6zkonusu
olan bu bébrek hasarin nedenleri ¢ok cesitli olmakla birlikte, revaskiilarizasyon sirasinda hipoperfiizyon,
pulsatil perfiizyonun kaybolmasi, hemoliz ve sistemik inflamatuvar yanit gibi faktorlerin etkili oldugu
belirtilmistir. Buna ek olarak, direkt yapilan bobrek iskemi reperfiizyonunda meydana gelen nitrik oksid
(NO)'in stiperoksit (O2") radikali ile birleserek meydana getirdigi peroksinitrit (ONOO~) bu hasarin meydana
gelmesinde 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢calismada MI/R ile olusan bobrek perfiizyon
degisikliklerinde, hasarla iliskili oldugu sanilan NO diizeyi tizerine antioksidan Caffeic acid phenethyl ester
(CAPEY'in etkisi arastirildi. Yirmi bir yetiskin erkek Wistar sican kullanildi. Hayvanlar; kontrol, MI/R ve
CAPE+MI/R olmak tizere ti¢ gruba ayrildi. MI/R ve CAPE+MI/R grubundaki sicanlarin sol koroner arteri
30 dakika stireyle kapatildi (iskemi) ve 120 dakika stireyle de tekrar acildi (reperfiizyon). CAPE+MI/R
grubunda bulunan sicanlara iskemiden on dakika 6nce baslanilarak reperfiizyon baslangicina kadar CAPE
(50 imol kg'l), perfiizyon pompastyla uygulandi. Reperfiizyon sonrast bobrekler almarak NO diizeyleri ve
histolojik degisiklikler arastirildi. MI/R grubu sicanlarin bobreklerinde kontrol grubuna gore NO diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0.05). CAPE MI/R’in neden oldugu bobrek NO diizeyindeki
artis1 onledi. Histopatolojik sonuglarin da bu durumu destekledigi goriildii. Sonug olarak, MI/R'in periferdeki
kan perfiizyonunu degistirerek bobreklerde NO diizeyini artirdigi, kalp cerrahisinde meydana gelen bobrek
bozukluklarinda muhtemelen NO diizeyindeki asir1 artisin da rol oynadigimni ve bu zararh etkinlerin CAPE
ile 6nlenebilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Myokardiyal iskemi reperfiizyon, bébrek, nitrik oksit, Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)

Abstract

Role of nitric oxide m the renal damage after myocardial 1schemia reperfusion and effect of caffeic acid
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 (O27) 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‘l) was administered 10 min prior to ischemia and during
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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 N

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)

Girig

Hipoksi ve iskemi bobreklerde dnemli hasarlara neden
olmaktadir. Hipoksi ve iskemi sirasinda olugan bobrek
hasarmin etiyopatogenezine ve dnlenmesine yonelik
calismalar giiniimiizde devam etmektedir. Hipoksiye
bagli bobrek hasarlarinin patogenezinde serbest radikal
ve antioksidan enzimlerin roliiniin belirlenmesi,
antioksidan tedavi denemelerini giindeme getirmistir
(1,2).

Propiller, giiclii antimikrobiyal, antiinflamatuvar,
antioksidan ve antineoplastik aktiviteleri olan ve bal
arilari tarafindan toplanan tirtinlerdir. Propillerin aktif
bir komponenti olan Caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) bu biyolojik aktivitelerin tiimiinden sorumlu
tutulmakta ve kullanildiginda insan nétrofillerinde
reaktif oksijen radikallerini bloke ettigi gosterilmistir
(3). Yine son yillarda yapilmig olan bir ¢ok ¢alismada
antioksidan 6zellige sahip olan CAPE’nin iskemi
reperfiizyondan direkt etkilenen organ ve dokularda
reaktif oksijen ve nitrojen radikallerine bagli olarak
gelisen hasarlar1 6nledigi saptanmustir (3,4). CAPE nin
direkt yapilan bobrek iskemi reperfiizyon hasarinin
onlenmesinde gosterdigi olumlu etkilerini ortaya
koyan deneysel bir calismada, bu maddenin serbest
radikallerin iiretilmesindeki onleyici ve membran
lipitlerini oksidatif hasardan koruyucu 6zellikleri
ortaya konmustur (5). Ancak, simdiye kadar baska
bir organda yapilan (6rnegin; kalp) iskemi
reperfiizyonun bobrek tizerindeki etkisinde serbest
radikallerin bir roliiniin olup olmadig1 ¢calisilmamustir.
Oysaki koroner arterlerdeki revaskiilarizasyonun
bobreklerde hasar yaptigi ve gelisen akut bobrek
yetmezliginin kalp cerrahisinde 6liim nedenlerinden
biri oldugu bilinmektedir (6-8). Bu nedenle koroner
arterlerin revaskiilarizasyonundan ve benzeri
operasyonlardan beklenen yarar, s6z konusu bobrek
hasar1 nedeniyle azalmaktadir. Bu hasarda koroner
revaskiilarizasyon sirasinda meydana gelen
hipoperfiizyon, pulsatil perfiizyonun kaybolmasi,
hemoliz ve sistemik inflamatuvar yanit gibi faktorlerin
rol oynadig1 sdylenmektedir (9). Ancak, bu faktdrlerin

bobreklerde yaptiklar: hasarin serbest radikallerden
olabilecegi arastirllmamustir. Bu ¢aligmada kalp iskemi
reperfiizyonu yapildi ve bobrekler alinarak nitrik
oksit (NO) diizeyleri ve histolojik degisiklikler
arastirildi ve doku hasarmin olugsmasina neden oldugu
goriilen NO tizerine CAPE nin etkisine bakildi. Clinkii
iskemi esnasinda olugan NO, reprflizyonda meydana
gelen superoksid (02-) radikali ile birleserek toksik
bir oksijen metaboliti olan peroxinitrit (ONOO-)
olusturur. ONOO- ise dokularda hasar yapmaktadir
(10-12).

Gereg ve YoOntem
Myokardiyal Iskemi Reperfiizyonu

Bu ¢aligmada 200-250 g agirhiginda, 21 yetiskin erkek
Wistar si¢an kullanildi. Hayvanlar; kontrol (n: 7),
MI/R (n: 7) ve MI/R+CAPE (n: 7) olmak tizere li¢
gruba ayrildi. 1.2-1.4 g kg' dozunda iiretan ile
inraperitoneal yolla anestezi yapildi. Yapay solunum
i¢in trake solunum pompasina (1.5 ml/100g.’lik hacim
ve 60 atim/dakikalik bir hizla oda havasi-Harvard
Animal Rodent Ventilator) baglandi. Ilag uygulamasi
(CAPE, 50 imol kg") igin de juguler ven kaniilasyonu
yapildi. Kan basinci, kaniile edilen karotis arterden
bir transdiiser (Harvard model, 50-8952) ve kaydedici
(Harvard Universal penrecorder) yardimiyla yazdirildi
(4,13,14). Sonra gogiis agildi. Kalp uygun sekilde
tutularak ucunda 6/0 ipek iplik takili 10 mm’lik
yuvarlak uclu igneyle sol ana koroner arterlerin
altindan myokard dokusunu da kismen i¢ine alacak
sekilde gecildi. Daha sonra kalp go6giis icine
yerlestirilerek 20 dakika stabilizasyon igin bekletildi.
Lanbeth Conventions metodunda (15) belirlenen
degerlendirme kriterleri gbz oniine alinarak bu
islemlere bagl herhangi bir aritmi goriilmesi ya da
ortalama kan basincinin iskemi 6ncesi 70 mm/Hg’nin
altina diismesi halinde denek ¢alisma dis1 birakildi.
Konulmus olan siitiirlerin iplikleri 1 mm ¢ap ve 1
cm boyunda ufak bir plastik tiip i¢cinden gegirildi. 20
dakika stabilizasyon (bekleme) periyodu sonunda
damar altina gegirilmis olan ip bu plastik tlip ve bir
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klemp yardimiyla sikistirilarak damarin kapatilmasi
ile iskemi gerceklestirildi. Bu ¢aligmada 30 dakika
iskemi altinda tutulan kalpte tiip gevsetilerek 120
dakika siireyle reperfiizyon yapildi. Daha sonra deneye
son verilerek NO 6l¢iimii ve histopatolojik inceleme
icin bobrekler alindi. Kontrol grubuna ise iskemi
reperfiizyon diginda diger islemler ayn sekilde yapildi.

Ilag Uygulamasi

Hayvanlar rasgele 6rnekleme metoduyla secildi.
CAPE etanolda ¢ozdiiriildii ve %0.9 NaCl ile %1°lik
soliisyonu hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan CAPE
(50 imol kg") iskemiden on dakika dncesinden
baslanilarak reperfiizyon baslangicina kadar,
perfiizyon pompasiyla uygulandi. Kontrol ve MI/R
gruplarina ise etanol ve serum fizyolojik ayni sekilde
verildi.

NO Olgiimii

Yarilanma 6mriiniin kisa olmasi ve kimyasal yapisi
nedeniyle, NO’nun direkt olarak saptanmasi zor
oldugundan dolay1, NO degerlendirmesi i¢in stabil
son firiinleri olan nitrit ve nitrat Ol¢imi
kullanilmaktadir. Nitrit ve nitrat diizeyleri
spektrofotometrik metod ile bobrek dokusunda
olciildii. Bu metod, nitrat rediiktaz enzimi varliginda
nitratin nitrite indirgenmesi ve olusan nitritin de,
sulfanilamid ve N-etilendiamin dihidroklorid ile
reaksiyona girerek olusturdugu kompleksin 545 nm’de
verdigi absorbansin 6l¢iimii prensibine dayanmaktadir
(3).

Histopatolojik Degerlendirme

Bobrek dokusu %10 formalin ile fikse edildi. Parcalar
(6 pm) mikrotom ile kesildi ve hemotoksilen-Eozin
(H-E) ile boyandi. Hazirlanan preparatlardaki
inflamatuvar degisiklikler 11k mikroskobunda
incelendi (1,2).

Istatistik

Gruplar arasi farkliliklar ANOVA test ile analiz edildi.
Anlamlilik p<0.05 olarak tanimlandi.

Bulgular

Stabilizasyon periyodu siiresince ii¢ grubun kan
basinglarinda bir degisiklik gdzlenmedi. Ancak,
iskemi sirasinda MI/R ve CAPE+MI/R gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli olarak kan basincinda
bir azalma gozlendi. Reperfiizyonda ise, MI/R ve
CAPE+MI/R gruplarindaki kan basinglar1 kontrol
grubuyla ayni1 seviye ylikseldi (Tablo 1). CAPE’nin
solventine bagli bir etki meydana gelmedi.

Tablo 1: Myokardiyal iskemi reperfiizyon (MI/R) yapilan (MI/R ve
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)+MI/R) ve yapilmayan (Kontrol)
gruplardaki kan basinci degisiklikleri.

Stabilizasyon Iskemi

Gruplar sonrast  bitimi 30 60 120
Kan basmci (mmHg)
Kontrol 88+2 87+3 87+4 86+2 86+2
MI/R 8743 73x5% 9245 8843 8443
CAPE+MI/R 91+£5 74+5% 9444 9343 94438

a: p0.05 Kontrole gére anlamli, b: p0.05 MI/R’e gore anlaml

MI/R yapilan grup kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, bobrekte NO diizeyi anlamli
olarak artti. CAPE uygulanan grupta yapilan MI/R
ise, NO diizeyinde bir artig gozlenmedi. Bununla
beraber anlamli olmamakla (P>0.05) birlikte
CAPE+MI/R kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
NO diizeyinde bir azalma da gdzlendi (Tablo 2).
Tablo 2: Myokardiyal iskemi reperfiizyon (MI/R) ve
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)’nin bobrekte
nitrik oksit (NO) diizeyine etkileri. n=7 her grup igin.
Tablo 2: Myokardiyal iskemi reperfiizyon (MI/R) ve Caffeic acid phenethyl

ester (CAPE)’nin bobrekte nitrik oksit (NO) diizeyine etkileri. n=7 her
grup igin.

Groups Kontrol MI/R CAPE+MI/R

NO 322,15%15 533,574¢42% 27541424

(nmol g-1 doku)

*p<0.05, MI/R ile Kontrol arasindaki anlamli fark
**p<0.05, CAPE+MI/R ile MI/R arasindaki anlamli fark

Bobrek dokularinin 151k mikroskobuyla
degerlendirilmesi sonucunda, kontrol grubunun
bobrekleri normal histolojik 6zellikler gosterdi (Sekil
1). Ancak, MI/R grubunda siddetli bobrek hasarlari
gozlendi. Bu hasarlar; proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinde yaygin dokiilme, tiibiiler dilatasyon ve
epitel hiicrelerin liminal yilizeylerinde liiminal
diizlesme (mikrovillus yapisimin silindigi) goriildii.
Tiibiiler hasara ek olarak bobrek cisimciklerinin bir
kisminda glomertiler atrofiye bagli olarak Bowman
boslugunda genislemeler farkedildi (Sekil 2). Diger
tarafdan, CAPE+MI/R grubunda ise hafif tiibiiler
dilatasyon ve atrofi gibi degisikliler disinda
glomeriillerin ¢ogunda normal histolojik goriintii
izlendi. Bu grupta tiibiillerde epitel hiicre dokiilmesi
ve epitelin liiminal yiizeylerinde diizlesme daha fokal
goriildi (Sekil 3).
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Sekil 2: MI/R grubu; Epitel hiicrelerinde siddetli dokiileme ve tubuler
lumende stoplazmik diizlesmeler (ok ile gosterilmistir) goziikmektedir.
Ayrica Bowman boslugunda dilatasyon (yildiz ile gosterilmistir) farkedildi.
(H-E X 66).

Sekil 3: CAPE+ MI/R grubu; Glumerulus normal goziikmekte fakat
tubuluslarm bir kismi dilate olmus (d) ve yassilasmis epiteliyal hiicrelerle
astarlanmis goriiniimiindedir. Tubulus lumenindeki epiteliyal hiicrelerin
dokiilmesi (ok ile gosterilmistir) daha seyrek olarak goziikmektedir. (H-
E X 66).

Tartigma

Kalp iskemisi esnasinda perifere giden kan akiminda
azalma ve ardindan yapilan reperfiizyonda ise artis
oldugu bilinmektedir (4,13,14). Bu durum fazla
kanlanan organlardan olan bobreklerde hasar
olusturmaktadir. Bobreklerde meydana gelen bu hasar,
koroner arterlerin revaskiilarizasyonunun ve benzeri

kalp cerrahisinin yararlarin1 azaltmaktadir (6-8).
Bizim caligmamizda iskemi sirasinda kan basinci,
iskemi Oncesine gore anlamli olarak azaldi ve
reperfiizyon sirasinda tekrar eski diizeyine ¢ikti.
Dolayisiyla diger organlarin perfiizyonunda bir
degisiklik olustu. Bu kan basincindaki degisiklik
bobrekte ¢esitli zararli etkenleri tetikleyerek hasar
yapabilir.

Bu ¢alismada kalpte olusturulan iskemi reperfiizyon
esnasinda bobrek dokusunda NO diizeyinde bir artig
meydana geldi. Serbest bir radikal olan NO, birgok
fizyolojik ve patolojik olaylardaki kan akiminin
diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. iskemi,
damar endotelinde hem inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu hem de indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) aktivitesini artirir. Boylece iskemi sirasinda
NO seviyesi artarken, reperfiizyon siirecinde kan
akiminin yeniden baglamasiyla, biiyiik miktarlarda
molekiiler oksijen dokulara taginir. Reperfiizyon
hasarindan sorumlu oldugu diisiiniilen ¢ok miktarda
serbest oksijen radikali ve O ortaya ¢ikar (10,11).
Iskemi sirasinda olusan asir1 miktardaki NO, ya bu
radikalin stabil son {riinleri olan nitrit ve nitrata
doniisiir, ya da O, radikali ile reaksiyona girerek bir
toksik oksijen metaboliti olan ONOO ‘i olusturur.
ONOQO ise dokularda hasar yapar (12). NO artisindaki
bir diger muhtemel mekanizma ise, notrofillerin
aktivasyonu ve etkilenen dokuya sekestrasyonudur
(16). Yapilan bir¢ok arastirmada, iskemi reperfiizyona
bagli olarak yiliksek miktarda meydana gelen NO ve
ONOO' olusumu azaltilarak hasarin 6nlenebilecegi
ileri siiriilmtistiir (17). Biz bu ¢alismada NO artiginin,
MI/R esnasinda bobreklerde meydana gelen perfiizyon
degisikliginde iNOS olusumunun artis ile ilsgili
olabilecegini ve dolayistyla goriilen histolojik hasarin
NO’nin reperfiizyon esnasinda olusan O ile
birlesmesiyle meydana gelen ONOO™“‘dan
kaynaklanabilecegine bagladik. Calismamizda CAPE
uygulanan sicanlarda NO diizeyi anlamli olarak diistii.
Histolojik bulgularda ise, MI/R grubundaki siddetli
hasarm CAPE ile azaldig goriildii. Iskemi reperfiizyon
hasarindan direkt olarak etkilenen dokularda bu
hasarin CAPE tarafindan azaltildigini gdsteren
calismalar bu bulgumuzu desteklemektedir (3,4).
Cesitli dokularda bir ilaca veya bir nedene bagl olarak
NO ve O “in arttigini ve bunlara bagli olarak olusan
doku hasarimi CAPEnin azalttigini gosteren ¢aligmalar
vardir (18,19). Ancak, direkt yapilan bobrek iskemi
reperfiizyon esnasinda artan NO diizeyi bizim
sonuglarimizin aksine CAPE verilmesi ile daha da
artmistir. S6z konusu arastirmacilar, buna neden
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olarak CAPE’nin insan nétrofillerinde reaktif oksijen
tiirlerini (O” gibi) tam olarak bloke etmesi ve boylece
NO’in serbest kalarak s6z konusu bu radikaller
tarafindan kullaniminin énlemesine baglamislardir
(3). Ancak bu arastirmacilar CAPE’yi sadece iskemi
oncesinde uygulamiglardir. Biz ise ¢alismamizda
CAPE’yi iskemi 6ncesinden baglayip iskemi boyunca
uyguladik. Yani reperfiizyon oncesinde de vermis
olduk. Ciinkii bu giine kadar iskemi reperfiizyon
hasar1 konusunda yapilan yogun ¢alismalara karsin,
iskemi repefiizyon siirecinde NO’in ne yonde
etkilendigi pek acik degildi. Boylece inflamatuvar
ve hipoksik bir siiregle sonlanan MI/R’nin iNOS
olusumunu ve dolayistyla NO artigini iskemi 6ncesi
ve iskemi siireci boyunca CAPE vererek onlemis
olduk. CAPE; antioksidan, antiinflamatuvar,
reperfiizyon hasari onleyici, antiproliferatif,
immunostimiilator, antibakteriyal, antiviral, antikanser,
antiaterosklerotik ve noroprotektif 6zelliklere sahiptir.
CAPE bu ozelliklerini antioksidan, enzim inhibitori
veya spesifik reseptorlere baglanarak gostermektedir
(18). CAPE, antiinflamatuvar etkisini NOS’un gen
olusumu ve katalitik aktivitesini inhibe ederek
olugturmaktadir (18). Calismamizda CAPE bu 6zelligi
ile NO diizeyini azaltmis olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, yapilan bu ¢alismada MI/R sirasinda
maynada gelen kan basincindaki degisiklik bobrekte
hasara neden olmustur. Bu hasarda rol alan etkenlerden
birinin artan NO’in O, radikali ile birlesmesi sonucu
olusan ONOO" olabilecegi diisiiniilebilir. CAPE
antioksidan ve antiiflammatuvar 6zellikleriyle NO’in
ve Oy “in agirt liretimini dolayisi ile ONOO' olusumunu
azaltarak MI/R kaynakli bobrek hasarini
onleyebilecegi kanisindayiz.
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