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OZET

Renal iskemi-reperfiizyon (I-R) hasarini degerlendirmek lzere 60 dakika iskemiyi takiben 24 saatlik reperfiizyon uy-
gulanan ratlarda bébrek dokusu Malondialdehid (MDA) konsantrasyonu, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperok-
sit dismutaz (SOD) aktiviteleri belirlendi. Yirmi rat kontrol (Grup 1) ve trimetazidin -TMZ- (Grup Il) olarak 2 egit gruba
ayrildi. Kontrol degerler igin iskemi dncesinde sad nefrektomi yapildi. 24. saatte histopatolojik-biyokimyasal inceleme
igin sol bobrek gikarildi.

MDA diizeyleri 24. saatte artti (Grup I: p<0.01, Grup II: p<0.05), fakat Grup I'deki artig Grup II've gdre anlamliydi
(p<0.01). Ayni dénemde Grup | GSH-Px ve SOD aktiviteleri azalirken (p<0.05), Grup II'deki degigimler anlamli bulun-
madi. TMZ grubunda reperfiizyon sonras histopatolojik akut tubuler nekroz evresi 1.5 bulundu ve bu deger kentrol
gruba gére anlamiiydi (p<0.01). TMZ'nin serbest oksijen radikallerinin aracilik ettidi renal hasara karg! koruyucu etki-
ye sahip oldugunu disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Bébrek, iskemi-reperfiizyon, lipid peroksidasyonu, akut tubuler nekroz, trimetazidin

SUMMARY

THE EFFECT OF TRIMETAZIDINE IN EXPERIMENTAL RENAL ISCHEMIA-REPERFUSION

The effect of ischemia reperfusion on kidneys, tissue malondialdehyde (MDA) concentration, Gluthation Peroxidase
(GSH-Px) and Superoxide Dismutase (SOD) activities were measured in 20 rats subject to occiusion of the left re-
anal artery for 60 min followed by 24 hours reperfusion. The animals were separated in two equal groups: Group |
(control) and Group Il (TMZ). A right nephrectomy was performed at the beginning of the ischemic period for control
on each groups. After 24 h, tissue samples were taken for histopathological and biochemically examination.

After 24 h of reperfusion, the MDA levels significantly increased (Group I: p<0.001 and Group II: p<0.01, respecti-
vely), but the MDA levels in the Group | were found to be significantly elevated when compared with the Group I
(P<0.01). GSH-Px and SOD activity significantly decreased in the Group | (p<0.05). SOD and GSH-Px activity chan-
ges of the Group Il were not meaningfull. The TMZ group had a acut tubuler necrosis grade of 1.5 which was signi-
ficantly lower than in group | (p<0.01).

It is suggested that TMZ is a useful protective agent of renal damage from oxygen free radicals.
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enal iskemi, sok, torakoabdominal aort
cerrahisi, renal arter cerrahisi ve renal

R minda azalma, azalmig glomertler filtrasyon, art-
transplantasyon sonrasinda sik olarak

mis natritirezis ve bozulmus konsantrasyon yete-
negi ile karakterizedir.

karsilagilan bir patolojidir. Reperfizyonla takip
edilen iskemi, hiicre hasarnt ve organ disfonksi-
yonuna yol acan proinflamatuar bir cevabi in-
diikler (1,2). iskemi ve sonrasinda reperfiizyo-
nun sebep oldugu renal yetmezlikte temel olay
pek cok sayida hiicrenin kaybi veya 6limi ile
karakterize tiibtiler fonksiyon kaybidir (3). Renal
iskemi - reperfiizyon (I-R) injiirisi renal kan aki-

Giiniimizde transplantasyon sayisindaki arti-
sa ragmen, transplant sonrasi greft fonksiyon
kaybit ciddi bir komplikasyon olarak &nemini
korumaktadir. Bu olayr azaltmaya yénelik hipo-
termik saklama soliisyonlart yaygin olarak kulla-
nilmasina ragmen renal transplantasyonu taki-
ben akut tubuler nekroz gelisimi kadavradan ali-
nan bdbreklerde % 35-50, canlidan alinanlarda
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% 10 gibi yliksek oranlarda izlenmektedir (5).
Renal reperfiizyon injurisinde pek cok olay sug-
Janmus olmasina ragmen ortaya ¢ikan guiclii inf-
lamatuar yamit temel olaydir (4). Iskemi ve son-
rasinda reperfiizyon ile serbest oksijen radikal
(SOR) tretimindeki artis defans sistemindeki ra-
dikal temizleyicilerle giderilmeye calisilir (6,7).
Eger SOR iiretimindeki artig bu antioksidan ka-
pasiteyi agarsa yaygin doku hasari geligir (8). Re-
perfiizyon sonrast agia ¢itkan oksidanlar timor
nekrotizan faktdr (TNF) gibi inflamatuar indik-
siyona yol acan maddelerin sentezini artinr. TNF
tretimindeki artis ise renal hiicre apoptozisini
indiikler (4,9). SOR’lar inflamatuar htcrelerin bi-
rikimini de artirarak mikrovaskiler disfonksiyo-
na yol agarlar (10).

Reperfiizyon hasarini azaltmak amaciyla ek-
sojen olarak koruyucu ajanlarn verilmesi diizel-
tici etki gosterir. Myokardiyal iskemiyi azaltici
ozellipe sahip olan Trimetazidin (TMZ) de pek
cok deneysel iskemi modellerinde kullanimugtir
(5,10,11,12,13). |

Biz de ratlarda olusturdugumuz renal iskemi-
reperfiizyon modelinde TMZ'nin koruyucu etki-
si olup olmadigini biyokimyasal ve histopatolo-
jik olarak arastirdik.

MATERYAL METOD

Agirhiklarn 220-270 gr arasinda degisen top-
lam 20 adet rat rastgele olarak iki gruba ayrild::
Grup I (kontrol grubu, n : 10) ve Grup II (teda-
vi grubu, n : 10). Tim ratlara iskemi oncesinde
yedi giin sireyle gastrik gavaj yoluyla giinde iki
kez medikasyon uygulandi. Birinci grupta yer
alan ratlara medikasyon olarak 2 ml SF, ikinci
gruptaki ratlara da ayni miktarda SF igerisinde 5
mg/kg TMZ verildi. Bu amagla Servier firmas: ta-
rafindan Fransa'dan getirtilen 20 mg katkisiz Tri-
metazidin kapsiiller kullanildi. Yedinci glinde
Ketamine (Ketalar, Eczacibagi, Tiirkiye) - Xylazi-
ne (Rompun ; Bayer, Germany) anestezisi ile
midline laparatomi yapildi. Intraperitoneal ola-
rak her iki bobrege ulasildi; bazal degerleri be-
lirlemek amaciyla sag nefrektomi yapildi. Daha
sonra sol renal arter pedikilli olarak klempe
edildi. 60 dakika iskemiyi takiben vaskiiler
klemp kaldinldi, renal arter akiminin yeniden
bagladigr goriildiikten sonra batin iki kat olarak
kapauldi. Reperfizyonun yirmidérdiincii saatin-
de batin tekrar agilarak sol nefrektomi yapild:,
ratlardan alinan sag ve sol bobrekler SF ile yika-
narak iki esit parcaya ayrildi, parcalardan bir ta-
nesi histopatolojik inceleme igin % 10 formalde-
hid soliisyonuna konurken diger parca aliimin-

yum folyoya sarlarak biyokimyasal inceleme ya-
pilana kadar - 70°C’de sakland..

Biyokimyasal degerlendirme:

Bobrek dokusu MDA (malondialdehit) di-
zeylerinde Ohkawa ve arkadaglarinin (14) Thi-
obarbituric acid reaksiyon metodu kullanildi.
532 nm dalga boyunda absorbans él¢imleri ya-
pilarak MDA diizeyleri hesaplandi. Doku prote-
in diizeyleri Lowry metodu ile élgiildi (15).

GSH-Px (glutatyon peroksidaz) aktivitesi
Paglia tarafindan gelistirilen ve NADPH'1n glutat-
yon reduktaz enzimi ile oksidasyonu esasina da-
yali ¢alisan metodla 6lcildi (16). Degerler U/
mg protein olarak belirlendi.

SOD (siiperoksit dismutaz) aktivite dlizeyi ise
Oberley tarafindan belirtilen yontemle belirlendi
ve degerler U/ mg protein olarak verildi (17).

Histopatolofik inceleme:

Dokular 5 pm kalinliginnda kesilerek parafin
bloklarina gémiildt, doku ornekleri hematoksi-
len eozin ile boyanarak isik mikroskobu ile tim
sahalar degerlendirildi. Incelemede Klausner kri-
terleri (18) kullanildi: Evre 0: Normal bobrek go-
riniimii, Evre 1: tim sahalarda %5'den daha az
nekroz, Evre 2 : tlim sahalarda %5-25 nekroz,
Evre 3: tim sahalarda %25-75 nekroz, Evre 4:
tim sahalarda %75’ fazla nekroz. Ayrica hicre
sismesi, vakuolizasyon, konjesyon ve infiltras-
yon durumlart da degerlendirildi.

Istatistik:

Elde edilen tim degerler ortalama + standart
sapma olarak verildi. Grup ici kargilagtimalarda
Wilcoxon, gruplar arasi kargilagtirmalarda ise
Mann-Witney U testleri kullanild: ve p < 0.05 an-
laml olarak kabul edildi.

SONUGLAR

Sekil 1'de gosterildigi gibi iskemi sonrasi re-
perftizyonun 24. saatinde MDA duzeyleri her iki
grupta da arttt: Grup I 4.39'dan 7.10 nmol MDA/
mg protein’e (p<0.001), Grup 1I 4.10’dan 4.67
nmol MDA/mg protein’e (p<0.01). Ancak grup
Ideki artis Grup II'ye gore anlamli idi (p< 0.01).

Reperfiizyonun 24. saatinde elde edilen GSH-
Px degerleri incelendiginde Grup I'deki diisis
(141.19 + 11.77 ‘den 125.3 + 12.05 U/mg prote-
in'e) anlamli iken (p< 0.05), Grup II'deki dusiis
(134.57 + 12.05 ‘den 129.80 + 9.21 U/mg prote-
in‘e) anlaml degildi (Sekil 2).

Grup I' de elde edilen SOD degerleri reper-
fiizyon sonrasinda anlamh olarak azalirken
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Sekil 1: Gruplarin iskemi dncesi ve reperfiizyon sonrast
bobrek MDA diizeyleri.

* p<0.001 Kontrol grubun (Grup I) iskemi 6ncesi ile reperflizyonun 24.
saati MDA degerleri).

** p<0.01 TMZ grubunun (Grup II) iskemi &ncesi ile reperfiizyonun 24.
saati MDA degerleri).

a p< 0.01 Kontrol grubu ile TMZ grubunun reperfilzyon sonras: MDA
degerleri).
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Sekil 2: GSH-Px aktivite diizeyleri.
* p<0.05 Kontrol grupta (Grup I) iskemi &ncesi ile reperfizyon son-
ras1 GSH-Px degerleri.

(33.03 + 4.68den 29.19 + 2.36 U/mg protein’e,
p< 0.01), Grup I'de anlamli olmayan bir artis
(32.70 + 6.22'den 34.0.6 + 3.65 U/mg protein’e)
gozlendi (Sekil 3).

Histopatolojik incelemede; her iki grupta yer
alan rat bobreklerinde iskemi sonrasi reperfiiz-
yon déneminde nekroz dizeyinde artma oldugu
gozlendi (Sekil 4). Grup I'de yer alan ratlarin 0.2
olan baglangi¢ ortalama evresi reperfiizyon son-
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Sekil 3: SOD aktivite diizeyleri.
“ p< 0.01 Grup I (kontrol grubu) iskemi dncesi ve reperfiizyon sonrasi
SOD aktivite diizeyleri.
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Sekil 4: Histopatolojik incelemede akut tubuler nekroz
(ATIN) evrelemesi

* p< 0.001 Grup I (kontrol)'de iskemi éncesi ve reperfiizyon sonrasi
ATN evreleri.

" p<0.05 Grup I (TMZ)Yde iskemi ncesi ve reperfiizyon sonrasi ATN
evreleri.

a p< 0.01 Grup [ ve Grup II'nin reperflizyon sonrast ATN evreleri.

rast 2.9'a (p<0.001) , grup II'de ise 0.3'den 1.5’
ulagti (p<0.05). Ancak, Grup I'deki yiiksek evre
degeri Grup Il'ye gore anlamli idi (P<0.01).Grup
I ratlardan elde edilen kesitlerde renal tubulusla-
rn dogeyen epitel hiicrelerinin biyiik cogunlu-
gunda nekroza varan degisiklikler ile stromada
iltthabi hiicre infiltrasyonlarn: izlenirken (Resim
1), Grup 1I ratlarda hiicrelerdeki dejeneratif de-
gisikliklerin daha az oldugu gériildii (Resim 2).

TARTISMA

Reperfiizyon, iskemik doku igin hayati bir
olay olmasina ragmen stiperoksit, hidroksil radi-
kali ve hidrojen peroksit gibi serbest oksijen ra-
dikallerinin tretimine yol agarak hiicre hasan ve
organ disfonksiyonuna yol acabilmektedir.
SOR’leri hiicre yapilan ile reaksiyona girer ve
yag asitlerinin yikilmastyla karakterize lipid pe-
roksidasyonunu baglatir,

si elde edilmis, yogun tubuler biicre dejenerasyonu ve
lenfosit infiltrasyonu gésteren Evre 3 ATN biébrek kesiti
(HE x 200).
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Resim 2: Trimetazidin tedavisi uygulanan Grup Il ratlar-
dan elde edilen ve evre 1 ATN olarak degerlendirilen béb-

rek kesiti (HE x 200).

Renal iskemi sonrasi ATP, Nitrik Oksit ve Na-
K ATPase aktivite diizeylerinde azalma olurken
platelet activated factor (PAF), Thromboxan A2
(TX-A2), Endothelin 1, Prostoglandin E2 (PGE2),
Anjiotensin IT diizeylerinde ve hticre igi kalsi-
yumda artis gozlenir (8, 19-27). Inflamatuar ya-
nit1 artiran bu degisimler sonucu nétrofil aktivas-
yonu ve sekestrasyonu gelisir. Aktive olmus 16-
kositler de radikal olusumuna katkida bulunur
(28-29). Artmis olan SOR'lardan bagka TNF (tu-
mor necrotizan factor), proteaz, interlokin ve si-
tokinler de artarak renal hiicre apoptosisini hiz-
landirir. Bu olay sadece tubuluslarda hasara yol
acmaz, vaskiler yapilar da etkiler.Proteaz artisi
ve sitokinlerle beraber SOR artist vaskuler injuri-
ye katkida bulunur: Vaskuler tonus artar, glome-
ruler filtrasyon diiser, otoregiilasyon kapasitesi
bozulur ve rekurren iskemilere daha duyarli ha-
le gelir (24).

Iskemiye ugramus bobrekte reperflizyon son-
rast rejenerasyona yonelik olarak epidermal
growth faktor resoptorleri artar; ancak ayni do-
nemde aci3a ¢ikan radikal artis1 daha baskmn ol-
dugundan bu rejenerasyon geri planda kalir
(19).

Bir piperazin tiirevi olan TMZ temelde anti-
anjinal bir ila¢ olup, antiiskemik 6zelliklere sa-
hiptir (5). Iskemik dénemde bozulan ATP sente-
zini ve mitokondrial gecirgenligi restore ettigi bi-
linmektedir (9,30). Deneysel iskemik kalp mo-
dellerinde; notrofil infiltrasyonu, oksijen radikal-
lerinde artma, myokartta okside glutatyon biriki-
mi ve glutatyon peroksidaz salimiminda azalmay-
la karekterize myokardial reperfizyon hasarim
azaltu gosterilmistir (4,31).

Izole soguk perfiizyon uygulanan renal iske-
mi modellerinde hipotermik organ koruma so-

lusyonlarina TMZ ilavesi ile bobrek MDA duzey-
lerinde belirgin azalma saglanirken tubuler
membranlarin histolojik olarak korundugu ve tu-
buler fonksiyonlarin daha iyi oldugu gosterilmis-
tir (5,11,12). Grekas ve arkadaglart da 60 dakika-
lik sicak iskemiyi takiben 15 dakikalik reperfiiz-
yon uyguladiklari ratlarda kontrol grubunda is-
kemik donemde artmaya baslayan ve reperfiiz-
yon déneminde zirveye ulasan bébrek MDA dii-
zeylerinin iskemi oncesi IV 2.5 mg / kg TMZ ve-
rilen grupta daha az oldugunu gostermislerdir
(13). Bizim cahsmamizda da reperfiizyonun 24.
saatinde tespit ettigimiz MDA diizeyleri kontrol
grupta 7.10 nmol MDA / mg protein iken TMZ
tedavisi uygulanan grupta 4.67 nmol MDA / mg
protein idi ve bu fark anlaml olarak bulundu
(p<0.0D).

Reperfiize edilen iskemik bobrekte ortaya ¢1-
kan reperfiizyon hasari superoksit anyonununa
yonelik superoksit dismutaz ve hidrojen perok-
sit radikaline yénelik GSH-Px gibi interensek an-
tioksidan enzimler ile azaltilmaya galisir (7). Re-
nal iskemi-reperfiizyon hasarinda GSH-Px aktivi-
tesinde azalma bildirilmistir (28). Bizim ¢alisma-
mizda da bu enzimin aktivite dizeyi her iki
grupta azalmakla birlikte TMZ verilen gruptaki
azalma anlamh bulunmadi: Grup I'de 141 U /
mg protein’den 125 U / mg protein’e (p< 0.05),
Grup II'de 134 U/ mg protein ‘den 129 U / mg
protein’e. Intrensek enzimlerden SOD aktivite-
sinin renal iskemi sonras: azaldig1 ve eksojen ve-
rilmesiyle bobrek fonksiyonlarinm dizeldigi
gosterilmistir (32). Calismamuzda kontrol gru-
bunda reperfiizyon sonrast SOD aktivitesinin 33
U / mg protein’den 29 U / mg protein’e (p<
0.01) azalirken TMZ grubunda gézlenen artig an-
lamli bulunmadi.

Grup IT'de elde edilen ve Grup I'e gore an-
lamli bulunan MDA duzeyindeki hafif artis ile
GSH-Px ve SOD aktivite dizeylerindeki anlam-
11 bulunmayan degisimler TMZ verilmesiyle lipid
peroksidasyonunun daha az oldugunu ve anti-
oksidan enzim aktivitelerinin korundugunu gos-
termektedir.

Iskemi sonrast gelisen inflamatuar yant so-
nucu yogun renal apoptosis izlenir (1,4). Hipo-
termik saklama solusyonlarina 10 -6 M TMZ ila-
vesiyle fonksiyon diizelmesi yaninda hiicre yapi-
larinin daha iyi durumda oldugu gosterilmistir
(10, 11). Bizim g¢alismamizda da histopatolojik
inceleme sonucu iskemi sonrast gelisen ve nek-
roza kadar varan dejeneratif degisikliklerin TMZ
verilen grupta daha az oldugu gozlendi. Reper-
fiizyon sonrasi kontrol grubunda ortalama 2.9
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ulasan ATN derecesi kontrol grubunda 1.5 ola-
rak bulundu. % 100’e varan bu fark istatistiki
olarak da anlamh idi. Ayrica kontrol grubunda
yer alan ratlanin kesitlerinde yer yer 16kosit in-
filtrasyonlan da gézlendi.

Euro-Colins solusyonuna TMZ ilavesiyle glo-
merdler filtrasyon hizinda artma ve proksimal tu-
buler fonksiyonlarda diizelme oldugu bildiril-
mistir (5, 10).

TMZ grubunda elde edilen histopatolojik ve-
riler renal hiicrelerin dejenerasyondan korundu-
gunu ve bunun da, biokimyasal sonuglarin yan-
sitigt sekilde reperfizyon sonrast lipid peroksi-
dasyonun daha az olmasiyla ilgili olabilecegini
diisinmekteyiz. Bu nedenle renal iskemiyle so-
nuglanabilecek cerrahi girisimler éncesinde TMZ
tedavisi baglanmasi renal fonksiyonlan koruyucu
etki gosterecektir.
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