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Amag: Bu calismada Uzim cekirdegi proanthocyanidin ekstresinin (GSPE) renal iskemi-reperfizyon (I-R)
hasarinda profilaktik etkisini arastirmak amaglandi. Yéntem: Kirk adet sigan her biri 10 sigandan olusan 4 gruba
ayrildi: Kontrol (K), sham (S), iskemi-reperflizyon (I-R) ve I-R+ GSPE. K grubunda her iki renal pedikil eksplore
edildi. S grubunda sol renal pedikiil eksplore edildi ve sag nefrektomi yapildi. I-R ve I-R+GSPE gruplarinda sag
nefrektomi sonrasi, sol renal pedikilde okliizyon (45 dakika) ve reperfliizyon (60 dakika) gerceklestirildi. Bununla
birlikte, I-R+GSPE grubuna cerrahiden dnce 15 giin sure ile 15 mg/kg GSPE verildi. Dokuda malondialdehid
(MDA) ve glutatyon rediiktaz (GR) seviyesi; serumda Ure, kreatinin, aspartat aminotransferaz (AST) ve timor
nekroz faktor-a (TNF-a) degerlendirildi. Bulgular: I-R grubundaki MDA seviyeleri S ve I-R+GSPE gruplarindaki
MDA seviyelerinden anlamli olarak ylksekti. I-R grubundaki GR seviyeleri, S ve I-R+GSPE gruplarindaki GR
seviyelerinden anlamli olarak daha disukti. I-R grubundaki tre, kreatinin, AST ve TNF-a seviyeleri K, S ve I-
R+GSPE gruplarindaki seviyelerden daha yiiksekti. Sonug: Profilaktik GSPE tedavisi renal I-R hasarini énemli
oranda azaltir.
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The effect of grape seed proanthocyanidin in renal ischemia-reperfusion injury

Objective: This study aimed to determine the prophylactic effect of grape seed proanthocyanidin extract (GSPE)
in ischemia-reperfusion (I-R) injury-induced renal tissue damage. Methods: Forty rats were divided into 4 groups
each containing 10 rats: control (C), sham (S), I-R, and I-R+GSPE. Both renal pedicles were explored in the C
group and the left renal pedicle was explored and right nephrectomy was performed in the S group. Occlusion (45
minutes) and reperfusion (60 minutes) of the left renal pedicle were performed after right nephrectomy in the I-R
and I-R+GSPE groups. However, 15 mg/kg GSPE was given to the I-R+GSPE group for 15 days before surgery.
The levels of malondialdehyde (MDA) and glutathione reductase (GR) in tissue and urea, and levels of creatinine,
aspartate aminotransferase (AST), and tumor necrosis factor-a (TNF-a) in serum were evaluated. Results: MDA
levels in the I-R group were significantly higher than those in the S and I-R+GSPE groups. GR levels in the I-R
group were significantly lower than those in the S and I-R+GSPE groups. Urea, creatinine, AST, and TNF-a levels
in the I-R group were higher than those in C, S, and I-R+GSPE groups. Conclusion: Prophylactic GSPE
treatment significantly decreases renal I-R injury.
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Damar cerrahisi ve 6zellikle bobrek transplantasyonu
gibi bir¢ok alanda ortaya ¢ikan I-R hasarina bagh
akut bobrek yetersizligi, yliksek mortalite ve
morbiditeye neden olmaktadir. Renal iskemi,
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kompleks bir olay1 baslatir; bobrek hiicrelerinin
hasarma ve Oliimiine neden olur. Iskemik béobrek
dokusunun dolagimmin yeniden saglanmasi igin
reperfiizyon gerekli oldugu halde, bu durum bobregin
I-R’u ile iligkili hasar ve renal disfonksiyona neden
olan ilave bir yikima neden olur (1,2). Ozellikle
proksimal epitelyal hiicreler, akut tiibiiler nekrozun
goriildiigii ve akut bobrek yetersizligi patogenezinde
onemli rol oynayan hiicrelerdir (3). Bdbregin
reperfiizyon hasarma neden olan patofizyolojik
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mekanizmalar igerisinde; polimorfoniiklear 16kosit
(PMNL)’lerin yapisma ve aktivasyonu,
proinflammatuar sitokinlerin serbestlesmesi, reaktif
oksijen tiirleri (ROT) ile reaktif nitrojen tiirleri
(RNT) lerinin olugumu sayilabilir (1,4,5).

Deneysel c¢alismalarda allopurinol, oxypurinol,
vitamin E, melatonin ve zinc aspartat gibi ¢esitli
antioksidan  maddeler;  glutathion peroksidaz,
glutation reduktaz (GR), polyetilen glikol (PEG)-
superoxid dismutaz (SOD), superoksid dismutaz ve
katalaz gibi ¢esitli antioksidan enzimler kullanilmistir
(6-13). Bundan baska, bir antioksidan ajan olan
trapidil de renal I-R hasarinda kullanilmistir (14).
Bununla birlikte bobrek dokusunda I-R hasarinda,
kuvvetli bir antioksidan ajan olan GSPE’nin
koruyucu etkisi heniiz aragtirilmamugtir (15-17). Biz
deneysel renal I-R hasar1 modelinde, sican bobregi
iizerine GSPE’nin koruyucu etkisini arastirmak icin
bu calismayi planladik.

Yontem

Bu calisma Selguk Universitesi Deneysel Tip ve
Aragtirma Merkezi’nde Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu'nun 27/4/2007 tarihli etik kurul karan
dogrultusunda etik yonden “uygun” bulunarak
gerceklestirildi.  (Bilimsel  Arastirma  Projeleri
Koordinatorliigii: Proje no: 07102017).

Bu calismada kirk adet 200-250 gr agirligindaki
Sprague-Dawley erkek sican kullanildi. Denekler; 24
°C oda sicakligi, havalandirmali oda, %70-80 nemli
ortami olan sartlarda, polikarbon kafeslerde su ve
standart rat yemi ile beslenerek 1 hafta gozlemlenip
calismaya baslanildi. Calismaya kadar su ve yiyecek
kisitlamasi yapilmadi. Ratlar 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik ortamda tutuldu.

Yapilan deneyde anestezi igin, ketamin hidrokloriir
(Ketalar, Pfizer Ilag) 50 mg/kg ve 2 mg/kg xylazine
hidroklorid (Rompun, Bayer {lag) intramiiskiiler
uygulandi. Steril sartlarda, orta hat kesiyle karin igine
ulasildi ve eksplorasyonda sag ve sol renal arter ve
ven bulundu ve askiya alindi. Sag nefrektomi yapildi.
Ardindan sol renal pedikiil, mikrovaskiiler klemple
okliize edildi ve pulsasyon olmayist ile arteriel kan
akimmin durdugu teyid edildi. islemler sonlanincaya
kadar sivi kaybin1 oOnlemek igin intraperitoneal
izotonik verildi. 45 dakikalik iskemi sonrasi
mikrovaskiiler klemp agilarak arteriovendz akimin
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tekrar basladigi, bobregin renginin acgilmasit ve
pulsasyonun baslamasi ile teyid edildi. 60 dakikalik
reperfiizyon sonunda sol nefrektomiyle biokimyasal
ve histopatolojik inceleme i¢in doku Ornegi ile
intrakardiak ponksiyonla biokimyasal inceleme i¢in 6
cc kan Ornegi alindi ve deney sakrifikasyonla
sonlandirildi.

Siganlar her biri 10’arl1 4 gruba ayrildi ve su yontem
izlendi:

Kontrol grubu: Sadece laparatomi yapildi ve her iki
bobrek pedikiilii eksplore edildi.

Sham grubu: Sol renal pedikiil eksplorasyonu ve sag
nefrektomi yapildi. Toplam I-R siiresi olan, 105
dakika sonra sol nefrektomi yapildu.

Iskemi-Reperfiizyon grubu: Sag nefrektomi, sol
bobrege 45 dakika iskemi ve ardindan 60 dakika
reperfiizyon uygulandi ve sonrasinda sol nefrektomi
yapildi.

Iskemi-Reperfiizyon+GSPE grubu: Deneklere; 100
mg/kg/giin dozunda 15 giin siireyle oral (orogastrik
gavajla) GSPE (IH636 GSPE ActiVin, InterHealth
Nutraceuticals Incorporated, Benicia, Canada)
verildi. 15.giin sag nefrektomi, sol bobrege 45 dakika
iskemi ve ardindan 60 dakika reperfiizyon
uygulanarak sol nefrektomi yapildi. 4. gruptan 2
sigan gavajla ilag verilitken pulmoner aspirasyon
nedeniyle 3. giin 61dii ve bu grupta calisma 8 siganla
tamamlandi. Bu islemler sonunda biyokimyasal,
serolojik ve histopatolojik inceleme ic¢in kan
ornekleri alindi. Alinan 6 ml.lik kanlardan 3 ml.si
biyokimyasal inceleme icin, 3 mlsi de TNF-a
seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanild.

Serum iire ve Cr seviyeleri renal fonksiyonun; AST
seviyeleri renal I-R hasarmin gostergeleri olarak
degerlendirildi  (18). Spinreact marka kitler
kullanilarak, Tokyo Boeki marka Prestige 241 model
analizatorde Ol¢iildii.

Serum TNF-a seviyeleri; Biosource TNF-o-rat marka
kitler kulanilarak, Bio-Tek marka Micro Quant
model analizatorde olglildii. Giiglii proinflamatuvar
sitokinlerden olan TNF-a, inflamasyonun ve tiibiiler
hasarin siddetini belirlemek amaciyla kullanildi.

Doku MDA seviyeleri; Yagi yontemi (19) ile
6lgiildii. Doku MDA oksidatif hasarin neden oldugu
lipit peroksidasyonunun siddetini  belirlemede
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kullanildi. Doku GR seviyeleri; Biosource marka
kitler kullanilarak, Bio-Tek marka Micro Quant
model ELISA spektrofotometresinde olgiildii ve
antioksidan enzim aktivitesinin etkinliginin tespiti
icin kullanildi.

Alman bobrek dokusu % 10’luk formolde tespit
edilip, rutin islemler sonrasi parafin bloklara
gomiildi. 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi,
deparafinize ve hidrate edilip H&E (Hemotoksilen
eozin) ile boyandi. Isik mikroskobunda incelendi.
Degerlendirmede  histopatolojik  inceleme  igin
“vaskiiler yapilarda dilatasyon—konjesyon”, “tiibiiler
vakoulizasyon”, “mononiikleer hiicre artis1” ve
“tlibiiler nekroz” olarak 4 parametre belirlendi. Her
parametre i¢in “0 (yok)”, “1 (az)”, “2 (orta)” ve “3
(siddetli)” seklinde 0’dan 3’e kadar skor verildi.

Gruplarin  hepsinde biyokimyasal parametrelerin
ortalama degerleri tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak karsilastirildi. ANOVA
testinin anlamli oldugu durumlarda ikincil (post hoc)
test olarak Tukey HSD testi kullanildi. Tiim veriler

doku degerleri (358.60+46.19), S (1158.20+95.24) ve
[-R+GSPE  (732.50+76.26 U/L) gruplart ile
kargilagtirildiginda anlamli olarak azaldi (P<0.05)
(Tablo 2). I-R+GSPE grubundaki GR seviyeleri, S
grubundakilerden anlamli olarak diisiik bulundu
(P<0.001) (Tablo 2).

S ve I-R gruplarinda normal morfoloji tespit edildi
(Sekil 1). I-R grubundaki bdbreklerin vaskiiler
yapilarinda tiibiiler dilatasyon,
konjesyon ve mononiikleer hiicre artig1 saptandi
(Sekil 2). Sham grubunda vaskiiler dilatasyon-
konjesyon (0.40+0.51), I-R grubundan (2.60+0.51)
anlamli olarak daha diisiiktii (P<0.001), fakat S ve I-
R+GSPE (1.13+0.35) gruplar arasinda fark yoktu ve
I-R grubundaki degerler I-R+GSPE grubundaki
degerlerden daha yiiksekti (P<0.001). S grubundaki
mononiiklear hiicreler (0.00+0.00), I-R grubundan
(0.80+0.63) anlamli olarak daha azdi (P=0.007)
(Tablo 3) (Sekil 3).

vakuolizasyon,

Tablo 1.Serum iire, kreatinin, AST ve TNF-o.
degerleri (ort.£SS)

ortalama deger + standart sapma (SD) seklinde Gruplar ~ Ure (mg/dl) Kreatinin(mg/dl) AST (wL)  TNF-a(ng/dl)
belirlendi, P degerleri 0,05’ ten kiigiik ¢iktig1 zaman Kontrol ~ 44.30£226  0.55+0.05  140.30+13.51  5.80%1.54
anlamli kabul edildi. Renal iskemi, 6nce Kruskall- Sham 4620+ 1.03  0.59+0.05  151.90£13.27  9.00+2.40
Wallis  non-parametrik ~ varyans  analizi ile I-R 76.20£3.79°  0.89£0.05°  460.10£92.64°  52.30£7.97°
degerlendirildi. Kruskal-Wallis testinin anlamh [-R+GSPE 64.75+3.84°  0.78+0.06°  283.13+82.44° 26.25+4.26"

oldugu durumlarda Bonferroni diizeltmeli Mann-
Whitney U testi kullanildi, p<0,017 oldugunda
aradaki fark istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
Tiim istatistiksel hesaplamalar SPSS (Version 13.0 )
istatistik paket programi ile yapildu.

Bulgular

I-R grubunda iire (76.20£3.79), Cr (0.89+0.05), AST
(460.10+£92.64) ve TNF-a (52.30+7.97) degerleri; S
ve K gruplan ile karsilagtirildigi zaman, anlamli
olarak arttig1 goriildii (P<0.001). I-R+GSPE tedavi
grubunda ise iire (64.75+3.84), Cr (0.78+0.06), AST
(283.13+82.44) ve TNF-a (26.25+4.26) degerlerinin
anlamli olarak disiik oldugu saptandi (P<0.001)
(Tablo 1).

I-R grubunda MDA doku degerleri (153.60+12.98), S
(35.10+£6.11) ve I-R+GSPE (112.7548.01) gruplar
ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugu
belirlendi (P<0.001) (Tablo 2). I-R grubunda GR
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p <0.001 Kontrol ve Sham, °p < 0.001 Kontrol, Sham ve I/R,
°p=0.003 I/R’ya gore

Tablo 2.Doku MDA ve GR degerleri (ort. £SS)

Gruplar MDA (nmol/g doku)  GR (u/l)

Sham 35,10+ 6.11 1158.20£95.24
I-R 153.60+12.98" 358.60+46.19
I-R+GSPE 112.75+ 8.01*® 732.50+76.26 *°

p <0.001 Sham’a gére, °p < 0.001 I-R’ya gore

Tablo 3.Doku histopatolojik degerlendirme sonuglart
(ort. £SS)

Gruplar VDK TV MHA TN

Sham 0.40£0.51  0.00£0.00  0.00£0.00  0.00:0.00
I-R 2.60£0.51°  2.80+0.42"  0.80+0.63"  0.60+0.63
I-R+GSPE  1.13+0.35°  1.13+0.35*®  0.38+0.51  0.38+0.51

p < 0.001 Sham, °p < 0.001 I-R’ya gére VDK: vaskiiler
dilatasyon-konjesyon, TV: tiibiiler vakuolizasyon, MHA:

mononuklear hiicre artigi, TN: tiibiiler nekroz
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Sekil 1. Sham grubunda normal renal parankimin
histopatolojik gériiniimii (H&EX10).

'\ Y - __‘.

Sekil 2. I-R grubunda tiibiillerde artmuis
vakuolizasyon, dilatatsyon, konjesyon ve vaskiiler

yapilarda artmis mononuklear hiicrelerin
histopatolojik gériiniimii (H&EX10).

Sekil 3. I-R+GSPE grubunda tiibiillerde azalmg
vakuolizasyon, vaskiiler yapilarda dilatation,
kongesyon ve mononuklear hiicrelerin histopatolojik
goriiniimii (H&EX40).
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Tartisma ve sonug

Renal I-R’a bagl akut tiibiiler nekroz, hastalarda
cogunlukla kardiak ve aortik operasyonlar, travma,
agir dehidratasyon, yaniklar, vb durumlardan sonra
ortaya g¢ikar. Ciinkii bu nedenlerden dolay1 ortaya
cikan bobrek yetersizligi, bobrege zarar verici bir
problem olabildiginden dolay1; yeni tedavi edici
ajanlar gereklidir. Renal I-R hasari, hem glomeruler
hem de tiibiiler disfonksiyona neden olur. I-R
hasarinin, hiicre membranlarina oksidatif hasarin
6nemli bir nedeni oldugu disiiniilen lipid
peroksidasyonu ve nihayet hiicre oliimi ile iligkili
oldugu, ROT ve RNT’nin renal I-R hasarinda lipid
peroksidasyonunda onemli bir rol oynadig1 birgok
calismada (4,5,20,21) net olarak gosterilmistir. GR,
peroksid radikallerini toplayan ve indirgenmis
glutationu glutationa ¢eviren bir enzimdir (22). Singh
ve ark. (23), normal bobrek dokusunda GR seviyeleri
arttig1 halde, I-R hasarina bagli bobrek dokusunda
GR seviyelerinin azaldigii bildirmislerdir. Doku
hasari, vaskiiler dilatasyon-konjesyon, tiibiiler
vakuolizasyon, mononiikleer hiicre artig1 ve tiibiiler
nekroz gibi renal hasarin histopatolojik skorlamasi ile
gosterilmistir. Ek olarak, bobrek reperfiizyon hasari;
iire, kreatinin, AST ve TNF-o’'nin artmis serum
seviyeleri ile de ortaya konulur. AST sadece
karacigere spesifik degildir; bobrek ve diiz kas gibi
diger dokularda da bulunur. Bu enzim o&zellikle
sicanlarda renal tiibiiler hasardan sonra yiikselir (24).
AST, proksimal tubulusun iginde mevcuttur ve agir
hiicre hasarmin nonspesifik bir belirteci olarak
degerlendirilir (25).

Bizim ¢alismamizda, K grubu ile karsilastirildiginda
I-R grubunda lipid peroksidasyonunun fiiriinii olan
doku MDA seviyelerinin arttigint ve doku GR
seviyelerinin azaldigini tespit ettik. Ek olarak K
grubu ile karsilastirildiginda, I-R grubunda fire,
kreatinin, AST ve TNF-a serum degerleri anlaml
olarak yiiksek bulundu.

Deneysel ¢alismalarda allopurinol, oxypurinol,
vitamin E, melatonin ve zinc aspartat gibi cesitli
antioksidan  maddeler;  glutathion peroksidaz,
glutation reduktaz (GR), polyetilen glikol (PEG)-
superoxid dismutaz (SOD), superoksid dismutaz ve
katalaz gibi ¢esitli antioksidan enzimler kullanilmigtir
(6-13). Bundan baska, bir antioksidan ajan olan
trapidil de renal I-R hasarinda kullanilmistir (14).
Bununla birlikte bobrek dokusunda I-R hasarinda,
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kuvvetli bir antioksidan ajan, genis doz aralif1 olan
ve agizdan alindiktan sonra 7-10 giin kan serumunda
kalan ve toksik etkisi olmayan GSPE’nin koruyucu
etkisi heniiz arastirilmamigtir (15-17). Biz deneysel
renal I-R hasar1 modelinde, sican bobregi lizerine
GSPE’nin koruyucu etkisini arastirmay1 amacladik.
[I-R+GSPE grubunda bobrek dokusunda doku MDA
seviyeleri anlamli olarak azaldi ve doku GR
seviyeleri anlamli olarak artti. I-R+GSPE grubunda
vaskiiler dilatasyon-konjesyon, mononiikleer hiicreler
ve tiibliler nekroz azaldi. Serum iire, kreatinin, AST
ve TNF-a yine I-R+GSPE grubunda azaldi.

Sonu¢ olarak, bu calismamiza goére renal I-R
hasarinda ROT ve RNT nedensel faktor olarak rol
oynadigr goriildii. Ayrica GSPE tedavisinin, lipid
peroksidasyonunu ve TNF-a gibi inflammatuar
sitokinleri birgok yonden etkileyerek I-R’a bagh
bobrek hasarini azalttig1 ortaya konuldu.

Tesekkiir

Istatistiksel analiz ile ilgili yardimlarindan dolay1 Dr.
Tahir Kemal Sahin’e tesekkiir ederiz.
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