Firat T1p Dergisi 2004;9(3): 67-71 Ozan ve Ark.

Firat Tip Dergisi 2004;9(3): 67-71

Deneysel Arastirma ]

www.firattipdergisi.com

Bobrek Iskemi-Reperfiizyon Hasarinda Antioksidan Olarak
Prostoglandin E, (PGE,) Kullaniminin Incelenmesi: Deneysel
Calisma
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OZET

Amag: Bu caligmada, ratlarda deneysel olarak olusturulan sol bobrek iskemi-reperfiizyon hasarinda, antioksidan olarak intramiiskiler PGE,
kullaniminin 151k mikroskopik ve biyokimyasal etkilerini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: 28 adet erigkin, Wistar albino cinsi disi rat, estrus fazinda, rastgele dort gruba ayrildi. Grup 1 kontrol, Grup 2, sol renal arter 60
dakika klemplenerek iskemi, olusturuldu. Grup 3, bir saat iskemi-bir saat reperfiizyon uygulandi. Grup 4 bir saat iskemi uygulanip bir saatlik
reperfiizyondan 15 dakika once 20mcg/kg/IM PGE, verilen grup. Tiim ratlardan alinan sol bobrek doku ornekleri 151k mikroskopik inceleme igin
%10’luk formaldehit soliisyonuna konuldu. Isik mikroskopik inceleme glomeriil yapisinda ve tiibiiler yapidaki bozukluklarin varligi agisindan
histolojik olarak degerlendirildi.

Bulgular: Isik mikroskobik incelemede sol bobrekte iskemi yapilan grupta, kontrol grubuna gore anlamli olarak hasar tesbit edildi. En siddetli hasar
ise, iskemi-reperfiizyon grubunda tesbit edildi. PGE, kullandigimiz grupta hasar, iskemi-reperfiizyon grubundan daha az idi.

Sonug: Sol bobrekte iskemi olusturmak dokuda hasarlanmaya yol agmakta, iskemi-reperfiizyonda ise bu hasarlanma daha da artmaktadir. PGE,
kullanimi bu hasarlanmalar1 anlamli olarak azaltmaktadir. Bu nedenle bobrekte iskemi-reperfiizyon hasarinda PGE, kullanilabilir. ©2004, Firat
Universitesi, Ti ip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Bobrek, iskemi-reperfiizyon, antioksidan, 15tk mikroskobu, PGE,

ABSTRACT

An Investigation on the Effects of Prostoglandin E; as Antioxidant in Experimental Renal Ischemia Reperfusion Injury
Objective: In this study, we investigated the effects of intramusculer use of PGE,; in experimental left renal ischemia-reperfiision injury in rats
histologically and biochemically.

Materials and Methods: 28 adult female Wistar rats with regular estrous cycles were randomly divided into 4 groups. Group 1 was the control
group. Group 2 , ischemia was produced for 60 minutes. Group 3 , 60 minutes , ischemia was produced and than 60 minutes reperfused. Group 4;
ischemia and reperfusion was produced for 60 minutes. Before fifteen minutes of reperfusion 20 mcg/kg/IM PGE, was performed. For light
microscopic investigation, renal samples put into %10 formaldehyde solutions. Glomerular and tubular injury was histologically determined with light
microscopy.

Results: Light microscopic investigations showed that the renal damage in the ischemia group was more than the control group. But the most
extensive damage occured at ischemia- reperfusion group. In PGE, group the damage was less than ischemia-reperfiision group.

Conclusion: In our study, the histological and biochemical analyses revealed that PGE; was an effective antioxidan in experimental renal ischemia-
reperfiision injury in rats to reduce the damage. ©2004, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Key words: Renal ischemia-reperfusion, antioxidan, light microscopy, PGE,

Bir organa gelen kan akiminin gesitli nedenlerle (6zellikle
vaskiiler cerrahi iglemler ve organ transplantasyonu esnasinda)
yetersiz hale gelmesine veya durmasina iskemi denir. Iskemi
sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasar1 ortaya
cikar. Iskeminin uzun siirmesi sonucunda hiicrelerin biitiinliigii
kaybolur hatta hiicresel 6liim meydana gelir. Reperfiizyon ise
dokunun kanlanmasmin yeniden baslamasidir. Iskemik bir
dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda
(reperfiizyon), ozellikle dokuya gelip yerlesen
polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) tarafindan salinan serbest
oksijen radikalleri (SOR) dokudaki yikimi artirict etki yapar.
Bu olaya reperfiizyona bagli doku hasari denir (1).

Serbest oksijen radikallerinin potansiyel zararlarina
karsilik ¢ok sayida hiicre koruyucu enzimleri ile kars1t koyulur

ve antioksidan maddeler ile radikal hasari smirlandirilmaya
calisilir. Viicuttaki hiicresel antioksidan enzimler, antioksidan
maddeler ve serbest radikallerin birbirleri arasindaki iligki bir
denge olusturmaktadir (2,3).

Hiicre iginde oksijenin metabolize edildigi her yerde,
antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak i¢in hizl ve
spesifik (enzimatik) olarak ¢alisirlar. Antioksidan savunmada
oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir. Bunlar
superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz
(GSHPx) ve glutatyon rediiktaz gibi enzimlerdir (4).

Prostoglandinler bobrekte ¢cok 6nemli islevlere sahiptir.
Hem renal medulla hem de renal korteks prostaglandinleri
sentez  eder. Fakat medullanin  sentez  kapasitesi
korteksinkinden ¢ok daha biiyiiktiir. PGE1, PGE2 ve
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prostasiklin (PGI2) vazodilatator etkileri yoluyla glomeriiler
filtrasyonu artirirlar. Bu prostaglandinler ayn1 zamanda su ve
sodyum atilmini da artirirlar.  Su  klirensindeki  artig
muhtemelen, antidiiiretik hormonun adenil siklaz tizerindeki
etkisini azaltmasi nedeniyle olur. Natriliretik etkinin, distal
tiibiilde sodyum rezorpsiyonunun dogrudan inhibisyonu ile ya
da artmig mediiller kan akimi ile olup olmadig: kesin degildir

).

PGE,, vazodilatator bir prostoglandin olup, o6zellikle
iskemi-reperfiizyon deneylerinde hasarli organda oksijen
tiiketimini ve siiperoksit anyon tiretimini azaltir (6,7).

Natori S ve ark. (8) hepatik iskemi-reperfiizyonda
PGE/’in, lokositlerin endotelyuma yapigmasini 6nleyerek IR
hasarin1  azalttiklarin1  tespit etmisledir. PGE,;’in 16kosit
adezyonunu Onleme mekanizmasinin ise ICAM-1 {izerinden
oldugunu saptamislardir.

Lloberas N ve ark. (9), antioksidan tedavinin postiskemik
renal oksidatif stresi, platelet aktive edici faktér (PAF) ve PAF
benzeri lipidleri ve renal dokuya 106kosit infiltrasyonunu
azaltarak yaralanmay1 azalttigini saptamislardir.

Ratlarda, deneysel olarak olusturulan sol bobrek iskemi-
reperfliizyon hasarinda, antioksidan olarak intramiiskiiler PGE;
kullaniminin etkisinin 151k mikroskopik ve oksidan-antioksidan
sistemler tizerine etkileri incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢alisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuarinda, 200-250 gr
agirligindaki eriskin disi Wistar Albino cinsi 28 rat {izerinde
yapildi.

Etik kurul kararn alinmasi takiben, ratlar dort gruba
boliinerek, deney sonuna kadar beserli ve ikiserli kafeslerde
tutuldu. Hayvanlarin beslenmesinde standart pellet yemi ve
sehir igme suyu kullanildi. Operasyonda, ratlarda sol bobrek
iskemisi olusturmak igin Ostrus fazinda, hilustaki damarlar
klemplenerek iskemi saglandi. Altmis dakikalik iskemiyi
takiben 60 dakikalik reperfiizyon uygulandi.

Ratlara operasyondan 18 saat 6nce sadece su igmelerine
izin verildi. Vajinal smear takiplerinde Ostrus fazinda oldugu
saptanan ratlara genel anestezi olusturmak amaci ile,
kloralhidrat 400 mcg/kg/ intramiiskiiler (IM) olarak uygulandi.
Operasyondan yaklagik 2 dakika (dk) kadar dnce karin trasi
yapilan hayvanlarda operasyon sahasi %10 Povidon Iodine ile
temizlendi. Yalnizca insizyon uygulanacak saha acik kalacak
sekilde steril olarak ortiildii. Steril aletler kullanilarak orta hat
karin insizyonu ile laparotomi yapildi. Sol bobrek, hilus
seviyesinde vaskiiler klemp kullanilarak 60 dk. iskemi edildi.
Altmis dakika iskemiyi takiben 60 dakika reperfiizyon
uygulandi. Kontrol grubunda, sadece batina girilerek bobrek
doku oOrnekleri alindi. 2. Grupta, 60 dakika bobrek iskemisi
uygulandiktan sonra reperflizyon ve tedavi uygulamasi
yapilmadi. 3. Grupta, 60 dk.lik bobrek iskemisini takiben 60
dk. reperfiizyon uygulandi ve herhangi bir tedavi verilmedi. 4.
Grupta, bobrek iskemisi uygulandiktan sonra reperfiizyondan
15 dk once 20 mcg/kg dozda PGE,, (prostavasin 20 pgr/ml,
Schwarz-Pharma Mainheim, Almanya) intramiiskiiler olarak
uygulandi, 60 dk. reperfiize edildi.

Sol bobrek dokusu, 151k mikroskop takibi i¢in %10’luk
formaldehit iginde tespit edilerek rutin takip islemlerinden
gecirildi. Parafin bloklara gomiilen dokulardan 5 pm

Ozan ve Ark.

kalimliginda kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize
edilerek Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Periodik asit shiff
(PAS) boyast ile boyanarak 151k mikroskobunda
degerlendirildi.

Isik mikroskopik inceleme glomeriil yapisinda ve tiibiiler
yapidaki bozukluklarin varligit acisindan olusturdugumuz
histolojik grade skalasina gore (yok=0 puan, var=1 puan, ¢ok
var=2 puan) degerlendirildi.

Orneklerin biyokimyasal olarak incelenmesi:

Doku MDA Diizeyleri: Lipid peroksidasyonunun son
tirlinii olan malonildialdehid (MDA) tayini, dokuda Ohkawa
(10) tarafindan belirlenen yontemle spektrofotometrik olarak
yapildi.

Plazma Lipid Peroksit (LPO) Olgiimii: Lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan malonildialdehid (MDA)
tayini, plazmada Satoh (11) ve Yagi’den (12) modifiye edilen
bir yontemle spektrofotometrik olarak Schimadzu UV-1201
spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini:

Eritrosit SOD enzim aktivitesi, Randox firmasinin
enzimatik metodla ¢alisgan RANSOD adl1 ticari kiti kullanilarak
oleiildii (13).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi:

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri, Randox Laboratories Ltd.
United Kingdom ticari firmasinin enzimatik-UV metotla
calisan RANSEL adli ticari kiti (Katalog No: RS 504) ile
Olimpus AU-600 otoanalizériinde 6lgiildii. Bu kit Paglia ve
Valentine metodu (14) esas alinarak hazirlanmistir.

Istatistiksel degerlendirme Kruskal Wallis analizi (SPSS, 9.0)
kullanilarak yapildi. P<0.05 bulunmasi durumunda Mann
Whitney-U testi ile ikili karsilagtirmalar yapildi. P<0.05
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Tim ratlarda deney basarildi. Sol bobregin 151k mikroskopik
incelemesinde, en siddetli hasarin iskemi reperfiizyon
uygulanan grupta (G3) oldugu tespit edildi (p<0.03, Mann
Whitney U test). PGE; kullanimmin hasari hafiflettigi tespit
edildi. Tim gruplarin 151k mikroskopik sonuglarina ait degerler
Tablo I’de gosterildi.

Tablo 1. Tum gruplarin bébrek histolojisine ait 1s1k mikroskopik
sonuglari. Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.

Gl1(K) G2() G3(0R) G4 *

(PGE))

Parametre

Bobrek HHE (puan) 0.3+0.5° 1.4+0.5% 2.3+0.5' 1+0.5° *

*p<0.05, Kruskal Wallis Analizi.

Not: Ayni satirdaki farkh rakamlar, ikili karsilastirmalarda
ortalamalar arasinda anlamh fark oldugunu gostermektedir
(p<0.03, Mann Whitney U Testi). Rakamlandirmada ortalamalar
buyukten kiiclige dogru siralandi.

H-E uygulanmis kontrol gruplarinda, bobrek dokusunun
glomeriil yapisi, Bowman kapsiilii ve araligi, proksimal ve
distal tiibiiller normal yap1 gosteriyordu (Sekil 1).
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Sekil 1. H-E uygulanmis kontrol gruplarinda, bd&brek
dokusunun Glomertl yapisi (G), Bowman kapsuli ve araligi

(B), Proksimal (P) ve Distal tubiller (D) normal yapi
g6steriyordu .M: Makula densa. H.E.X 20.

Iskemi grubunda, H-E ile boyamada, bébrek korteksinde
bag doku igerisinde ve glomeriillerde yaygin kanama alanlari
ve tiibiiller arasindaki yapida genislemeler tespit edildi (Sekil
2).‘? _

Sekil 2. Iskemi grubunda, bébrek korteksinde bag dokusu
icerisinde ve glomeril yapisinda yaygin kanama alanlari ve
tubdller arasindaki yapida geniglemeler (oklar) tespit edildi

GK: Glomeril kanama alanlari. D: Distal tibil. BK: Bag
dokudaki kanama alanlari. H.E.X 40.

-"_ ‘,‘f‘ 3 - .

Sekil 3. Iskemi-reperfiizyon (I-R) grubunda, glomeriil ve bag
dokusunda meydana gelen degisiklikler, daha da siddetliydi.

Ozan ve Ark.

iskemik glomeriil yapisi (G), Bowman araliginda (BA) genigleme
ve ara bag dokuya polimorfonikleer hiicre goégu (oklar)
izlenmektedir. T: Tubdlller arasi yaygin kanama alanlari. H.E.X
10.

Iskemi-reperfiizyon (I-R) grubunda, glomeriil ve bag
dokusunda meydana gelen degisiklikler, daha da siddetliydi.
iskemik glomeriil yapisi, bowman kapsiil arahiginda genisleme,
PMNL hiicre gogii, yaygin kanama alanlari izlenmekteydi.
Tiibiiler yapilarda parcalanmalar goriildi. (Sekil 3).

I-R uygulanip PGE, verilen grupta, tiibiiler yapilardaki
parcalanmalar ve kanama alanlar I-R kadar siddetli degildi.
Glomeriil bazal membran yapisinda az miktarda bozukluk
izlendi (Sekil 4).

Sekil 4. i-R uygulanip PGE; verilen grupta,glomerul (G) ve
tubdler yapilarin (T) diizensiz goérinimli oldugu, ancak tubuler
yapilardaki pargalanmalar ve kanama alanlarinin i-R kadar
siddetli olmadigi gézlenmektedir. TL: Tubdl lGmeni. H.E. X 40.

Lipid Peroksidasyon Uriinleri: Lipid peroksidasyonunun
doku ve plazmadaki son {riinii malondialdehitdir. Doku ve
plazma MDA diizeyi dokudaki hipoksik hasara bagli olarak
artar. I-R grubunda gerek doku gerekse plazma MDA diizeyleri
en yiiksek iken, PGE1 grubunda, kontrol grubuna gore yiiksek,
iskemi grubuna gore diisiik bulundu.

Tablo II’de doku ve plazma MDA diizeylerinin tim
gruplar arasindaki karsilastirmalar gosterildi.

Tablo 2. Tum gruplarin doku ve plazma MDA diizeylerine ait
sonuglar. Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.

Parametre GI(K) G2() G3(1-R) G4
(PGE1)
P
Doku MDA 22+4% 33422 98+10' 25+1.6°"
(nmol/g.yas doku )
Plazma MDA (nmol/L)  1.840.3* 2.7+0.4*> 3.6+0.5' 240.14%"

*=p<0.05, Kruskal Wallis Analizi.

Not: Ayni satirdaki farkh rakamlar, ikili karsilastirmalarda
ortalamalar arasinda anlamli fark oldugunu gdstermektedir
(p<0.03, Mann Whitney U Testi). Rakamlandirmada ortalamalar
kiicUkten buytge dogru siralandi.

Antioksidan savunma sistemine ait biyokimyasal
parametreler:
Antioksidan savunma sistemine ait olan eritrosit SOD ve GSH-
Px diizeyleri Iskemi-Reperfiizyon grubunda anlamli olarak
diisik bulundu. PGE1 grubunda kontrol grubuyla benzer
bulundu. Tablo IIT’de eritrosit SOD ve GSH-Px diizeylerinin
tiim gruplar arasindaki karsilastirmalar gosterildi.
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Tablo 3. Tum gruplarin eritrosit SOD ve GSH-Px dlzeylerine ait
sonugclar. Degerler ortalama + SD olarak belirtildi.

Parametre G1(K) G2() G3(I-R) G4 (PGE)) P
SOD 2542+109' 2001+10 13571170 22714256  *
(IU/gHb) 8?

GSH-Px 7.3+0.5'  6.1+0.7°  3.7+0.4°  7.1%1.2 *
(IU/gHb)

*p<0.05, Kruskal Wallis Analizi.

Not: Ayni satirdaki farkh rakamlar, ikili karsilastirmalarda
ortalamalar arasinda anlamli fark oldugunu gdéstermektedir
(p<0.03, Mann Whitney U Testi). Rakamlandirmada ortalamalar
kucukten buyuge dogru siralandi.

TARTISMA

Ratlarda, deneysel olarak olusturulan iskemi-reperfiizyon
hasarinda  PGE;  kullannminin  bobrek  dokusundaki
hasarlanmay1 azalttigi tesbit edildi. Oksidan sistemin
belirteclerinde I-R ve I grubuna gére daha az artis, antioksidan
sistem belirteglerinde daha az diigme tespit edildi.

Tobimatsu M ve ark.lar1 (15) kopeklerde iskemiye baglh
akut renal yetmezlikte intravendz PG E; uygulamus, kortexte
daha az alanda tiibiil hiicrelerinde nekroz gozlemistir. Biz de
PGEl uyguladigimiz grupta I ve I-R grubuna gore tiibiil
hiicrelerinde daha az hasarlanma tespit ettik. Bulgularimiz
uyumludur.

Paller MS. ve ark. (16) yaptiklart caligmada, bir
prostoglandin analogu olan misoprostoliin, iskemiye bagl renal
yaralanmada 6nemli derecede koruyucu oldugunu saptamistir.
in vitro, iskemi ve reperfiizyona maruz birakilan ve
misoprostol ile tedavi edilen, proksimal tiibiil epitel hiicre
kiiltiirlerinde hiicre 6liimiiniin sinirhi oldugu gézlenmis, tedavi
edilmeyen grupta, posthipoksik hiicrelerde apikal membranda
bozulma ve mikrovilliis kaybi izlenirken, misoprostol ile tedavi
edilen grupta bu bulgular izlenmemistir. Bizim ¢alismamizda
da PGE, ile tedavi edilen grupta edilmeyen gruba gore
proksimal hiicrelerin olduk¢a iyi korundugu gozlenmistir.
Bulgularimiz uyumludur.

Petrozza V ve ark. (17) deneysel olarak akut renal iskemi
yapmislar ve defibrotid vererek bunun koruyuculugunu
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incelemislerdir. Defibrotid, vaskiiler endotelden
prostosiklinlerin (PGI,) salinimina neden olarak profibrinolitik,
antitrombotik ve trombolitik aktivitelerinden dolay1 iskemide
sitoprotektif ozellik gostermistir. Biz de iskemi-reperfiizyon
uygulayip, PGE;’i verdigimiz grupta, ilag vermeden iskemi-
reperfiizyon yaptigimiz gruba gore hiicrelerin  korunmus
oldugunu gordiik. Nedeni PGE1’in sitoprotektif etkisi olabilir.
Bulgularimiz uyumludur.

Vargas AV ve ark. nin yaptig1 ¢alismada (6) ratlarda
renal IR olayinda PGE; uygulanmasinim hasar1 hafiflettigini
tespit etmiglerdir. Bulgularimiz uyumludur.

Ayrica Hong JP ve ark (18) muskiilokiitanoz fleplerde IR
hasarina kars1 PGE, in etkisini incelemisler. Iskemik flep derisi
icine 1 mikrogram PGE, enjekte edilip 4 saat sonra reperfiize
edilmis grupta, reperfiizyondan sonra 24 saat ve 5 giin gegince,
endotel yiizeyinde ICAM-1 ekspresyonunda azalma,
reperflizyondan 2 giin sonra 16kosit adezyonunda anlamli bir
azalma saptanmuglardir. Sonugta PGE, in flep iyilesme oranini
arttirdig1 ve IR hasarim, 16kosit endotelyal hiicre adezyonunu
azaltarak hafiflettigini saptamislardir. Bizim ¢aligmamizda da,
PGE, in IR yaptigimiz siganlarda etkili oldugu bulunmustur.
Etki nedeni 10kosit adezyonunu azaltmasi olabilir. Nitekim,
iskemi-reperfiizyon grubunda karsilastigimiz PMNL hiicre
infiltrasyonunu, PGE,; grubunda daha az go6zlemledik.
Bulgularimiz uyumludur.

Totsuka E ve ark. (19), kopeklerdeki hepatik iskemide,
intraportal PGE; uygulanmasinin intravendz uygulanmasindan
daha koruyucu oldugunu tespit etmislerdir. PGE1’in renal arter
verilmesi yolu ile etkilerinin gii¢lenebilecegi kanaatindeyiz.

Sol bobrekte iskemi olusturmak dokuda hasarlanmaya
yol agmakta, iskemi-reperfiizyon ise bu hasarlanmay1 daha da
arttirmaktadir. PGE; kullanimi bu hasarlanmalar1 anlamli
olarak azaltmaktadir. Bu nedenle bobrekte iskemi-reperfiizyon
hasarinda PGE, kullanilabilir kanaatindeyiz.

Tesekkiir: Bu calisma FUBAP tarafindan desteklenen
567 no’lu tez projesinden hazirlanmustir. Proje destegi saglayan
FUBAP’a tesekkiir ederiz.
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