Frrat Tip Dergisi 2005;10(4): 151-155

Deneysel Arastirma j

www.firattipdergisi.com

Sicanlarda Bobrek iskemi/Reperfiizyon Hasarinda N-
Asetilsisteinin Etkileri

Nurettin AYDOGDU*, Kadir KAYMAK', Omer YALCIN?

]Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal,

7 rakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali, EDIRNE

OZET

Amag: Serbest radikaller, bobrek iskemi/reperfiizyon hasar gibi birgok hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynarlar. Calismamizda, antioksidan
ve glutatyonun Onciisii olan N-asetilsisteinin iskemi/reperfiizyonun bobreklerde olusturdugu hasara karst iyilestirici etkisinin olup olmadigini
arastirmay1 amagladik.

Gerec ve Yontem: 24 adet disi Sprague Dawley sigan, 1. grup kontrol grubu, 2. grup I/R grubu, 3. grup I/R+NAC grubu olmak iizere, esit sayida 3
gruba ayrildi. Kontrol grubuna intraperitoneal serum fizyolojik verildi. I/R ve I/R+NAC gruplarinda, ksilazin-ketamin anestezisi altinda her iki bobrek
damarlar1 klemp aracihig: ile kapatilarak, 60 dakika (dk) iskemi ve 24 saat reperfiizyon uygulandi. Iskemiden 30 dk &nce I/R grubuna fizyolojik
serum, [/R+NAC grubuna 300 mg/kg N-asetilsistein intraperitoneal verildi. Kontrol grubunun fizyolojik serum enjeksiyonundan 24 saat sonra, I/R ve
I/R+NAC gruplarmin reperfiizyon déneminden sonra ksilazin-ketamin anestezisi altinda kan &rnegi ve bébrek dokulari alindi. Bobrek dokusu
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri ile glutatyon ve malondialdehit diizeyleri; plazma ire, kreatinin, glutatyon ve
malondialdehit diizeyleri belirlendi. Ayrica bébrek dokusu histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Iskemi/reperfiizyon grubunda; iire ve kreatinin diizeylerinin artig1 (p<0.001), siiperoksit dismutaz (p<0.01), katalaz ve glutatyon
peroksidaz (p<0.001) aktivitelerinin azaldig1 goriilmistiir. Hem bobreklerde hem de plazmada malondialdehit diizeyinin arttig1, glutatyon diizeyinin
azaldig, histopatolojik incelemede ise nekroz ve kast bulgularinda artma izlenmistir. N-asetilsistein uygulanan grupta, hem plazma hem de bobrek
malondialdehit diizeyinde azalma (p<0.001) ve glutatyon (plazma p<0.001; bobrek p<0.01) diizeyinde artis elde edilmistir. Bobreklerin histopatolojik
incelenmesinde nekroz (p<0.05) ve kast (p<0.01) bulgularinda azalma tespit edilmistir.

Sonug: Bébrek I/R hasarinda oksidatif stresin énemli rol oynadigi ve bu hasara karst N-asetilsistein verilmesinin koruyucu rol oynadigi gériildii.
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ABSTRACT

Effects of N-Acetylcysteine in Renal Ischemia/Reperfusion Injury in the Rats.

Objectives: Free radicals have played an important role in the pathophysiology of severel disease including renal ischemia/reperfusion injury. The
aim of this study was to estimate any protective effects of N-acetylcysteine, an antioxidant and the precursor of glutathione synthesis on the tissue
damage during ischemia/reperfusion injury of kidney.

Materials and Methods: Twenty four female Spraque Dawley rats divided into three groups: Group 1; was given saline intraperitonealy. Group 2;
subjected to bilateral renal ischemia followed by reperfusion and saline injected ip 30 min before induction of ischemia. Group 3; is also subjected to
bilateral renal ischemia followed by reperfusion and N-acetylcysteine (300 mg/kg) injected intraperitonealy 30 min before induction of ischemia. At
the end of the reperfusion period, the rats were sacrificed. Kidney superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase activities, malondialdehyde
and glutathione levels, plasma urea, creatinine, glutathione and malondialdehyde levels were determined. Kidney was also histopathologically
examined.

Results: Ischemia/reperfusion application was increased urea and creatinin levels (p<0.001), it decreased “superoxide dismutase (p<0.01), catalase”.
Both plasma and kidney malondialdehyde levels were increased and glutathione levels were decreased. In this group, necrosis and cast formation were
also increased. N-acetylcysteine application was decreased malondialdehyde levels in both plasma and kidney tissue (p<0.001), and increased
glutathione levels. Histopathological findings has shown a significant decrease in necrosis (p<0.05) and cast formation (p<0.01).

Conclusion: In the kidney ischemia/reperfusion injury, the oxidative stress may play an important role and application of N-acetylcysteine may
improve tissue damage. ©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Bébrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, kismi nefrektomi, artisiyla karakterizedir (1).
kardiyopulmoner bypass, sepsis, ¢esitli iirolojik girisimler ve
hidronefrozis gibi cesitli klinik durumlarda goriiliir. Iskemiden
sonra gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon
hizinda azalma, tiibiiler nekroz ve bobrek damarlarinda direng

Iskemi ve reperfiizyon sirasinda; mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun degismesi, ATP’nin azalmasi, hiicre igi Ca®
artist  ve hiicre iskeleti ile membran fosfolipitlerinin
bozulmasina Onciiliik eden proteaz ve fosfatazlarin aktive

*Yazisma Adresi: Dr. Nurettin Aydogdu, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, EDIRNE
* Bu ¢alismanin bir boliimii 28. Ulusal Fizyoloji Kongresi’nde (Izmir, Eyliil 2002) poster bildiri olarak sunulmustur.
Tel: 0284 2357641 Fax:0 284 2357652 e-mail: naydogdu@hotmail.com

151



Firat Tip Dergisi 2005;10(4): 151-155

olmasi sonucu asir1 miktarda serbest oksijen radikalleri (SOR)
olusarak, oksidatif strese neden olur (2-4). Iskemi/reperfiizyon
(i/R) hasarimin fizyopatolojisinde, SOR’nin énemli bir rol
oynadiklar1 bildirilmektedir (3, 4). Serbest radikaller niikleik
asitler, serbest amino asitler, proteinler, lipitler, lipoproteinler,
karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil
olmak {iizere, canli organizmalarin yapisindaki hemen hemen
tim biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar {izerinde
geriye doniislii veya doniigsiiz etkiler meydana getirebilmek-
tedirler (2-4). Iskemi sirasinda kiiciik oranda serbest radikal
olugmaktaysa da, reperfiizyon déneminde dokunun yeniden
oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha bilyiilk miktarda serbest
radikal olusmakta ve bunlar da lipit peroksidasyona yol agarak
hasar arttirirlar (5).

Dokularda, oksidatif hasara karsi enzimatik ve non-
enzimatik antioksidan mekanizmalar vardir. Antioksidan
enzim sistemleri; iki siiperoksit dismutaz (CuZnSOD ve
MnSOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
enzimleridir (6). Non-enzimatik endojen antioksidanlarin en
o6nemlilerinden biri glutatyon (GSH)’ dur (7, 8). N-asetilsistein
(NAC)’in serbest radikaller tarafindan olusturulan doku
hasarina karst koruyucu etkisi oldugu ve bu etkisini GSH
diizeyini arttirarak, direkt “scavenger” olarak etki gostererek
veya stabil nitrozotil tiirevleri olusturarak gergeklestirdigi
bildirilmektedir (1, 9, 10). NAC’1n, bébrek I/R hasarinin da
iginde oldugu birgok deneysel bobrek yetmezligi modeline
kars1 koruyucu rol oynadig1 gésterilmistir (1, 8, 9, 11-16).

Calismamizda giiclii bir antioksidan ve glutatyon
sentezinin onciilii olarak rol oynayan NAC’mn bobrek I/R
hasarinda bdbrek fonksiyonlari, antioksidan enzimler,
glutatyon ve lipit peroksidasyon diizeyleri ile bdobrekte
histopatolojik  degisiklikler {izerindeki etkilerinin olup
olmadigin1 aragtirmay1 amagladik.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Yerel Etik Kurulu onayr (2003/11) alindiktan
sonra, agirliklart 210-260 gram, 24 adet disi Sprague Dawley
tirli sican esit sayida 3 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki
sicanlar hari¢ diger gruplardaki siganlar intramiiskiiler (im) 10
mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer, Tirkiye) ve 70 mg/kg
ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) anestezisi altinda
deney masasina alindi. Karm 6n duvari median hattan
insizyonla acildi. Her iki bobrek damarlari kor diseksiyon ile
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ayrildi ve atravmatik vaskiiler klemp aracilig: ile kan akimi
kesildi. 60 dk iskemi sonunda klempler ¢ikarilarak kan akimi
saglandt (klemp alimini takiben 2 dk siireyle bobreklerdeki
renk degisimi gozlendi). Insizyon kapatildi ve %10 povidon
iyodin ile dezenfeksiyon yapildi. Batin agikken zorunlu
kaybedilen siviy1 yerine koymak amaciyla viicut agirliginin %
5’1 oraninda steril serum fizyolojik (SF) verildi. Kontrol
grubundaki sicanlara SF, diger gruplara iskemi yapilmadan 30
dk. 6nce; I/R grubundaki siganlara SF, I/R+NAC grubundaki
siganlara 300 mg/kg dozunda NAC (Asist®, Bilim lag San.)
i.p. verildi. Reperfiizyonun 24. saatinde sicanlar 10 mg/kg
ksilazin ve 50 mg/kg ketamin anestezisi altinda kan 6rnegi ve
bobrekleri alindi. Bobrek kapsiilii styrildiktan sonra bisturi
yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye ayrildi, bir parcasi
histopatolojik inceleme igin % 10° luk formalin soliisyonuna
konuldu ve diger parcalar ile plazma Ornekleri biyokimyasal
analizler yapilincaya kadar -70 °C’de saklandi.

Plazma Orneklerinde iire ve kreatinin = Olglimleri
otoanalizorde (MEGA 600, Merck, Almanya) Diasis
(Almanya) marka kitlerle spektrofotometrik olarak saptandi.
Bobrek dokusu MDA ve GSH igin 0.15 M KCI soliisyonu;
SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri i¢cin 50 mM fosfat
tamponu (pH 7.4) ile % 10’luk (w:v) olacak sekilde hazirlandi.
Bobrek dokusunda SOD (17), CAT (18), GPx (19) enzim
aktiviteleri ve protein miktar: belirtimi Lowry (20) metoduna
gore yapildi. Bobrek homojenatlarinda ve plazma drneklerinde
lipit peroksidasyonun son {iriinii olan malondialdehit (MDA)
diizeyleri thiobarbiitiirik asit kullanilarak Ohkawa ve ark. (21)
tarif ettigi yontemle ve glutatyon (22) diizeyleri Elman ayiract
[5, 5-dithiobis-(2-nitrobenzoik acid)] kullanilarak 6l¢iildi.
Histopatolojik incelemeler i¢in doku ornekleri % 10’luk
formalin ile tespit edilerek parafine gomiildii ve hazirlanan
kesitler, Hematoksilen-Eozin (HE) boyasi ile boyandi.
Binokiiler mikroskopta 6zel isaretli okiilerle nekroz ve kast
bulgulari agisindan incelendi.

Verilerin istatistiksel analizleri, iki grup arasindaki farkin
anlamlilik derecesi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi ve
p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Sonuglar ort. + SD olarak
verildi.

BULGULAR

Calisma gruplarma ait plazma ve bobrek dokusunda saptanan
parametreler Tablo 1°de gosterildi.

Tablo 1. Deneysel bdbrek I/R modelinde NAC uygulamasinin plazma ve bébrek parametrelerine etkileri.

Kontrol (n=8) I/R (n=8) I/R+NAC (n=8)
Plazma
Ure (mg/dl) 41,63 +10, 11 208, 88+ 61,36° 142,51 31, 67
Kreatinin (mg/dl) 0,53+0,20 1,34+0,35° 1,09+0, 36
MDA (nmol/ml) 2,50£0,47 4,70 +0,73° 2,54+£0,53°¢
GSH (nmol/L) 169, 90 + 13, 70 118, 10 +24,59° 187,90 25, 14°¢
Bobrek
SOD (U/mg prot) 7,36+0,74 5,21+1,00° 5,96+0, 67
CAT (U/mg prot) 0,20+ 0, 04 0,07+0,01" 0,07 £0,01
GPx (U/mg prot) 0,16+0,01 0,12+0,02° 0,12+0, 01
MDA (nmol/mg prot) 0,87+0,06 1,55+0,18° 0,94+0,10°¢
GSH (umol/mg prot) 0,98+0, 12 0,52+0,13" 0,860,159

Degerler ortalama * standart sapma olarak verildi. Kontrol: I/R yapilmayan grup; I/R: iskemi/reperfiizyon grubu; i/R+NAC: N-asetilsistein
(300 mg/kg) uygulanan iskemi/reperfiizyon grubu. NO: Nitrik oksit; MDA: Malondialdehit; SOD: Superoksit dismutaz, CAT: Catalaz;

GPx: Glutatyon peroksidaz; GSH: glutatyon.
Karsilastirmalar: Kontrol ile I/R; a: p<0.01, b: p<0.001,
I/R ile I/R+NAC; d: p<0.01, e: p<0.001.
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I/R grubunda, kontrol grubuna goére plazma iire ve
kreatinin diizeylerinin anlaml: diizeyde yiiksek oldugu saptandi
(her ikisinde: p<0.001).

Plazma ve bobrek MDA diizeylerinin arttig1 (her
ikisinde: p<0.001), GSH diizeylerinin ise azaldig1 goriildii (her
ikisinde: p<0.001). Bobrek SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerinin (sirasiyla; p<0.01, p<0.001, p<0.001) azaldig:
goriildii. I/R+NAC grubu, I/R grubu ile karsilastirildiginda iire
ve kreatinin diizeyinde anlamli olmayan bir azalma; plazma ve
bobrek MDA diizeyinde anlamli azalma (her ikisinde:
p<0.001), GSH diizeyi plazma (p<0.001) ve bodbreklerde
(p<0.01) anlamli artma elde edildi. Antioksidan enzim
aktivitelerinde ise anlaml farklilik gézlenmedi.

Sekil 1a. Bobreklerin histolojik analizi. Tim histolojik kesitler
hematoksilen-eozin ile boyandi (HE x 100). Kontrol, I/R
yapilmayan grubun tibullerinde nekroz ve tiibil iglerinde hiicre
kastlari (debris) 6nemsiz derecede izlendi.
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Sekil 1b. Bobreklerin histolojik analizi. Tum histolojik kesitler

hematoksilen-eozin  ile  boyandi (HE x 100). I/R:
iskemi/reperfiizyon grubu; I/R grubunda belirgin tiibiler hiicre
nekrozu ve tubul igi hiicre kast birikimi dikkati ¢ekti. Kontrol
grubuna gére anlamli artma (her ikisinde: p<0.001) oldugu
g06zlendi.

Calismamizda  bdbrek  dokularmm  histopatolojik
incelenmesinde; 100 alanda nekroz ve kast miktar1 her bir
sican i¢in hesaplandi ve % nekroz ve % kast degerleri igin her
bir grubun ortalamalari hesaplanarak Tablo 2’de verildi.
Kontrol grubundaki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 11k
mikroskobunda incelendiginde; tiibiillerde nekroz (ortalama %
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1, 5) ve tiibiil i¢lerinde hiicre kastlar1 (debris) (ortalama % 2, 5)
onemsiz derecede izlendi (Sekil 1A). I/R grubunda belirgin
tiibiiler hiicre nekrozu (ortalama % 9, 62) ve tiibiil ici hiicre
kast birikimi (ortalama % 21, 12) dikkati ¢ekti, kontrol
grubuna gore anlamli artma (her ikisinde: p<0.001) oldugu
gozlendi (Sekil 1B). I/R + NAC grubunda, I/R grubuna gore,
tiibiiler hiicrelerde nekrozun (ortalama % 4, 25) azaldig:
(p<0.01) ve tiibiil i¢i kast birikiminde (ortalama % 10, 37) ise
anlamli bir azalma (p<0.05) oldugu goriildii (Sekil 1C).

Tablo 2. Deneysel bobrek I/R modelinde NAC uygulamasinin
bébrek nekroz ve kast bulgularina etkileri.

Kontrol I/R (n=8) I/R+NAC
(n=8) (n=8)
Nekroz (%)  1,50+0, 9,62+3,66% 4,25+1,75°
75
Kast (%) 2,501, 21,12+8,37 10,37+6,11
09 a b

Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Kontrol: I/R
yapilmayan grup; I/R: iskemi/reperfiizyon grubu; I/R+NAC: N-
asetilsistein (300 mg/kg) uygulanan iskemi/reperfiizyon grubu.
Karsilagtirmalar: Kontrol ile I/R; a: p<0.001,

I/R ile I/R+NAC; b: p<0.05, c: p<0.01.
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Sekil 1c. Bobreklerin histolojik analizi. Tim histolojik kesitler
hematoksilen-eozin ile boyandi (HE x 100). I/R+NAC: N-
asetilsistein (300 mg/kg) uygulanan iskemi/reperfiizyon grubu;
tibiler hiicrelerde nekroz I/R grubuna gére p<0.01 diizeyinde
azaldigi ve tubul igi kast birikiminin ise p<0.05 diizeyinde anlamli
bir dusls oldugu gorildi.

TARTISMA

Bobrek kan akimindaki azalma veya kesilme ve sonradan
olusan reperfiizyon ile birlikte cesitli derecelerde doku hasari
olusturmaktadir (3, 4). Bobrek I/R hasarinda, iskemi sonrasi
bobrek fonksiyon bozukluklarinda SOR en &nemli rolil
oynamaktadir (3, 4). Ayrica reperfiizyonu takiben SOR’da
hizla yiikselme oldugu ve bunun sonucu olarak lipit
peroksidasyon diizeyinde artig oldugu bildirilmektedir (5, 23).
Hiicreler oksidatif hasari 6nleyen ya da kismen azaltan
mekanizmalara sahiptir. Doku hasarinin tetiklemesi ile gelisen
biyokimyasal olaylarda  antioksidan sistem  yetersiz
kalmaktadir. iskemik dokuda oksidanlara bagl olarak iskemi
siiresince glutatyon miktarinin azaldigi ve SOD, CAT ve GPx
gibi enzimlerin inaktivasyonunun hizlandigi ve buna bagh
olarak hiicrelerin reperfiizyon sirasinda hizla olusan oksijen
radikallerinin etkisine daha duyarli hale geldigi rapor
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edilmektedir (3). Iskemi/reperfiizyon hasarmin  geriye
donebilmesi, bobrek tiibiiler hiicrelerinin nefron boyunca
hasarli epitel hiicrelerinin yerini alma ve yenilenme yetenegine
baghdir (3-5).

Calismamizda; 60 dk iskemi ve 24 saat reperfiizyon
uygulayarak olusturdugumuz modelde, I/R grubunda; bobrek
glomeriiler fonksiyon bozuklugunun bir géstergesi olan plazma
iire ve kreatinin seviyelerinin anlamli diizeyde arttig1, serbest
radikallerin neden oldugu hasarin bir gostergesi olan lipit
peroksidasyonun son iiriinit MDA seviyesinin hem bobreklerde
hem de plazmada anlaml diizeyde arttig1, glutatyon diizeyinin
ise azaldig1 gozlendi. Bobrek antioksidan enzim aktivitelerinde
anlamli diizeyde azalma ve histopatolojik olarak nekroz ve kast
bulgularinda artma gdzlendi. Dobashi ve ark. (6) sol bobrekte
iskemi (30, 60, 90 dk) ve reperfiizyonu (2, 24, 72, 120 saat)
farkli siirelerde yaptiklari calismada; 60 dk iskemi 24 saat
reperflizyon uyguladiklart grupta, SOD, CAT ve GPx
aktivitelerinde anlamli azalma ve lipit peroksidasyon
diizeyinde artma oldugu bildirilmistir. Ayrica bobreklerde
iskemi ve reperfiizyonun farkli siirelerinde yapildigi
calismalarda; glutatyon diizeyinin azaldigi, lipit peroksidasyon
ve plazma iire ve kreatinin diizeylerinin arttig1 bildirilmistir.
Bulgularimiz daha Once yapilan g¢aligmalarin sonuglar ile
uyumluluk géstermektedir (1, 6, 9, 15, 16, 24).

NAC’in farkli doz, verilme zamani ve verilme
stirelerinde; bircok deneysel bobrek yetmezligi modelinde
koruyucu rol oynadigi bildirilmektedir (1, 8, 9, 11-16).
Calismamizda NAC uygulamasinin plazma {ire ve kreatinin
diizeylerinde anlamli olmayan bir azalmaya ve bdobrek
antioksidan  enzim  aktivitelerinde anlamli  degisiklik
olmamasina ragmen; plazma ve bobreklerde MDA diizeyinde
de azalmaya yol acti1 saptandi. Ayrica GSH diizeyinin ise
arttigi ve histopatolojik olarak nekroz ve kast bulgularinin
azaldig1 gozlendi. NAC verilerek farkli iskemi ve reperfiizyon
stireleri uygulanan calismalarda (1, 8, 9, 15, 16, 25), SOD,
CAT ve GPx enzim aktiviteleri lizerinde etkisinin daha 6nce
incelenmedigini saptadik ve bilgilerimize gore ilk defa bu
calismamizda bobrek I/R hasarmda NAC’1n antioksidan enzim
aktiviteleri tizerindeki etkileri aragtirildi.

Glutatyon, oksidatif hasara kargi hiicre savunmasinda
onemli role sahiptir. GSH’nin, hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil (OH), siiperoksit (O,"), alkoksil (RO") radikalleri ile
direkt olarak etkilesime girerek hiicreyi serbest radikallere
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kars1 korudugu bildirilmektedir (7). GSH rediikkte ve okside
olmak t{izere iki sekilde bulunur. GSH’nin rediikte formu
oksidatif hasara kars1 korumada ¢ok 6nemli rol oynar. Oksidan
aracilt doku hasar1 okside GSH (GSSG) miktarinda artmayla
sonuglanabilir ve GSH/GSSG oram1 degisebilir (7). Bazi
deneysel bobrek yetmezligi modellerinde rediikkte GSH’nin
azaldigi ve okside GSH’nin arttif1 bildirilmektedir (26).
Onceki caligmalar iskemi sonrasi reperfiizyon déneminde
bobreklerde glutatyon diizeyinin azaldigi ve I/R siiresince bu
azalmanin muhtemelen yogun oksidatif stres yiiziinden oldugu
bildirilmektedir (27). Bu ¢alismamizda I/R grubundaki diisiik
GSH diizeyinin NAC uygulamasi ile artmast Onceki
caligmalarla uyumluluk gostermektedir (8, 9, 15). Direkt SOR
siipliriicli ve indirekt antioksidan olan GSH’nin diizeyinin
artmast reperflizyon hasarina karst koruyucu etkinin
goriilmesinde basrolii oynamis olabilir. Bulgularimizda
NAC’m MDA diizeyi iizerindeki azaltici etkisi daha once
yapilan caligmalarin sonuglari ile uyumludur (9, 14, 28).
NAC’m bu etkisinin, SOR’a kars1 direkt siipiiriicii etkisine ve
bir siilfidril grubu kaynagi olmasina bagl olabilir (28).

Calismamizda histopatolojik olarak I/R grubunda artan
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