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OZET

Amag: Iskemili dokuya yapilacak olan ilk miidahale
dokunun yeniden kanlanmasini saglamaktir. Ancak,
reperfiizyonda iskemili dokuya, arteryel kanla bol
miktarda oksijen sunulmaktadir. Dokuda artan molekiiler
oksijen asir1 serbest oksijen radikalinin olugmasina ve
oksidatif strese yol agmaktadir. Bu da iskemi/reperfuzyon
(I/R) hasarinin  azaltlmasinda antioksidan tedavinin
yararli  olabilecegini  go6stermektedir. Calismamizda,
bobrek I/R hasarina etkisini aragtiracagimiz niazatidin,
peptik tlser tedavisinde kullanilan Hj resept6r antagonisti
antitlser bir ilagtir. Nizatidinin sitoprotektif etkisinin
antioksidan 6zelliginden kaynaklandigt bilinmektedit.
Literatiirlerde, nizatidinin bobrek I/R hasari {izerindeki
koruyucu etkisine dair bir c¢alismaya rastlanmadi.
Calismamizin  amact, nizatidinin sicanlarda I/R ile
olusturulan  oksidatif =~ bobrek  hasarina  etkisini
arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Bu c¢alismada albino Wistar tirt 18
adet erkek sigan renal iskemi-reperfiizyon (RIR), 50
mg/kg nizatidin + renal iskemi-reperfuzyon (NIR-50) ve
sam operasyonu uygulanacak (SG) gruplara ayrildi.
Bulgular: Biyokimyasal deney sonuglarimiz I/R islemi
gergeklestirilen RIR  grubunun bébrek  dokusunda
malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) gibi
oksidatif stres belirteclerinin SG grubuna gére anlaml
(p<0.0001) yukseldigini, siperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPO) gibi endojen antioksidanlarin
ise anlamli (p<0.0001) dustigini gostermistir. Nizatidin
bobrek dokusunda MDA ve MPO’nun artmasini, SOD ve
GPO’nun ise azalmasini anlamli olarak (p<0.0001)
Onlemistir.

Sonug: Deney sonuglarimiz, nizatidinin bébrek dokusunu
I/R hasarina karst korudugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Nizatidin, bobrek, iskemi,
reperflzyon

Giris

Sistemik hipotansiyon, hipovolemik sok, kardiyak
arest, aortun klempaji ve renovaskiler cerrahi gibi
cesitli nedenletle bobrekletin kan akiminin kesilmesi
veya azalmast sonucunda bobrek dokusunda iskemi
gelismektedir (1, 2). Dokularin iskemiye uzun siire
matuz kalmast ciddi organ fonksiyon bozukluklarina
ve hatta hicre Oluimlne neden olmaktadir (3).

ABSTRACT

Introduction: The first intervention needed for
ischaemic tissue is to restore blood flow. However, the
abundant molecular oxygen that is supplied to the
ischaemic tissue via arterial blood after reperfusion
results in the formation of excessive free oxygen radicals
and oxidative stress. This suggests a potential benefit
from treatment with antioxidants for reducing the
ischaemia-reperfusion (I/R) damage. In our study, we
investigated the effect of nizatidine, an Hj receptor
antagonist antiulcer drug for the treatment of peptic
ulcers, on renal I/R damage. The cytoprotective effect of
nizatidine is known to originate from its antioxidant
characteristics. No information was found in the
literature regarding the protective effect of nizatidine on
renal I/R damage. The objective of this study was to
investigate the effect of nizatidine on oxidative renal
damage induced in rats by I/R.

Materials and Methods: In this study, albino Wistar
male rats were grouped into renal ischaemia-reperfusion
(RIR), nizatidine 50 mg/kg + renal ischaemia-reperfusion
(NIR-50), and sham surgery (SG) conditions.

Results: Our biochemical test results showed that
oxidative stress markers, such as malondialdehyde
(MDA) and myeloperoxidase (MPO), increased
significantly (p<0.0001) in the renal tissue of the RIR
group with I/R, compared with the SG group, while
endogenous antioxidants, such as superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GPO), decreased
significantly ~ (p<<0.0001).  Nizatidine  significantly
attenuated the increases in MDA and MPO in kidney
tissue and the decreases in SOD and GPO (p<0.0001).
Conclusion: Our results demonstrate that nizatidine
protects kidney tissue against I/R injury.

Key Words: Nizatidine, kidney, ischaemia, reperfusion

Iskemiye bagl hasarin, dokuda enetji depolarinin
bosalmast  ve toksik maddelerin  birikiminden
kaynaklandig1 6ne strilmektedir (4). Bu nedenle,
iskemik hasarin rejenere edilmesi i¢in dokunun
yeniden kanlanmasinin saglanmast olduk¢a 6nem arz
etmektedir.

Ancak reperfiizyon sonucu iskemili dokuya, arteryel
kan ile agir1 miktarda sunulan molekiiler oksijen (O2),
asir1 serbest oksijen radikallerinin  olusmasina ve
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Tablo 1. Deneyde kullanilan hayvanlarin demografik verileri

Deney gruplar
SG RIR NIR
Denek say1st 6 6 6
Cinsiyet %100 erkek %100 erkek %100 erkek
Agirlik 237 242 240
Yas 6 ay 6 ay 6 ay

oksidatif strese yol acmaktadir (5). Iskemi sirasinda
meydana gelen hasar, reperfiizyon sirasinda olusan
hasarin baslangici kabul edilmektedir (6). Reperfiizyon
artan serbest oksijen radikalleri, hicre
membran lipidlerini oksidasyona ugratarak, toksik bir
triin olan malondialdehidin (MDA) olusmasint saglar
(7). Bu nedenle, iskemi/reperfiuzyonun (I/R) yol actigi
doku hasarinin  6nlenmesinde  veya siddetinin
azaltlmasinda antioksidan ilaglarla tedavinin yararli
olabilecegi dusuntlmektedir (8). Bu konservatif
tedavinin, tant konuldugu andan itibaren cerrahi
miudahaleye kadar olan siire¢ igerisinde uygulanmast
6nemlidir.

sonucu

Bu calismamizda, bobrek I/R hasarina etkisini
aragtiraca8imiz nizatidin, peptik ilser tedavisinde
kullanilan histamin (H») reseptor antagonisti bir ilagtir
(9). Nizatidinin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gbsteren calismalar  bulunmaktadir. Liu ve ark,
nizatidinin mideyi oksidatif hasardan korudugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada nizatidinin = mide
dokusunda malondialdehid (MDA) ve MPO gibi
oksidanlarin artmasini, stiperoksid dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPO) gibi anatioksidanlarin
azalmasint Onledigi ifade edilmistir. Nizatidinin bu
gastroprotektif etkisinin asit salgisim  baskilayict
Ozelliginden ziyade, serbest oksijen radikalleri (SOR)
tzerindeki inhibitor etkisinden kaynaklandigr ileri
sturtilmigtir (10). Edinilen bu bilgiler, nizatidinin
bobrek I/R hasarinin tedavisinde yararlt olabilecegini
dusindirmektedir. Literatirde, nizatidinin bébrek
I/R hasart Uzerindeki kotruyucu etkisine yonelik
herhangi bir calismaya rastlanmadi. Calismamizin
amact, nizatidinin sicanlarda I/R ile olusturulan
oksidatif bobrek hasart {izerine koruyucu etkisini
arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Deney Hayvanlari: Bu calismada kullanilan ve
agirliklart 230-245 gram arasinda degisen 18 adet
Wistar albino tirli erkek sican Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi.
Deney o6ncesinde hayvanlar gruplar halinde oda
sicaklipinda (22 C)  barndinldt  ve  beslendi.
Calismamiz “Atatiitk Universitesi Hayvan Deneyleri

Etik Kurulu (AUHADYEK)” tarafindan verilen
28.02.2017 tarih ve 77040475-000-E.1700064304
sayilt yazist ile onaylanmustir.

Kimyasal Maddeler: Deneyde kullanilan nizatidin
Mefar ila¢ sanayi (Tirkiye), Tiyopental Na ise 1E
ULAGAY (Tturkiye)’dan temin edildi.

Deney Gruplari: Deney hayvanlart 50 mg/kg
nizatidin + renal iskemi-reperfiizyon (NIR-50), renal
iskemi-reperfiizyon kontrol (RIR) ve sam operasyonu
uygulanacak saglikli gruplara (SG) ayrildi. Her grupta
6 adet sican bulunmaktadir. Deney gruplarinin
demografik bilgileri tablo 1°de gérilmektedir.

Cerrahi Farmakolojik Iglemler: Sicanlar
tzerindeki iskemi ve iskemi sonrasindaki reperfiizyon
islemleti steril sartlar altinda, 25 mg/kg intrapetitoneal
(.p.) tiopental sodyum anestezisi uygulanarak yapildi.
Tiopental sodyum anestezisinden bir saat Once
hayvanlarin NIR-50 grubuna 50 mg/kg nizatidin oral
yoldan sonda ile verildi. RIR ve SG grubundaki
sicanlara ise ayni hacimde distile su ayn1 yolla ¢6ziicii
olarak verildi. Anestezi yapildiktan sonra
sicanlarin sol bébreklerine tek tarafli dorsal kisimdan
bir kesi a¢tlarak ulasildi. Daha sonra RIR ve NIR-50
grubu sicanlarda bobrege gelen renal arter ve renal
klips konularak bir saat boyunca iskemi
olusturuldu. Bu siire sonunda RIR ve NIR-50 sican
gruplarinda uygulanan Kklipsler c¢ikarlarak G¢ saat
sureyle reperfiizyon sagland:. Bu siire sonunda tim
sican gruplar yiksek doz anesteziyle oldirilda ve
bobrekleri cikartildi. Daha sonra, cikartilan bobrek
dokularinda MDA dizeyi ve MPO, SOD, GPO
aktiviteleri Olgildi. NIR-50 ve SG gruplarinin
biyokimyasal sonuglart RIR grubunun sonuglart ile
karsilastirlarak degerlendirildi.

Biyokimyasal Analizler

Numunelerin  hazitlanmasi:  Bébrek  dokularn
olciilecek olan degisken i¢in uygun olan buz 1sisindaki
fosfat tamponlarinda (50 mM, pH 7,4) homojenize
edildi. Doku homojenatlari, 20 dakika boyunca
4°Cde 5000 rpm'de santrifiij edildi. Elde edilen
supernatantlarda MDA, MPO, SOD, GPO ve protein
konsantrasyonu analiz edildi. Ust fazin protein
konsantrasyonu, Bradford MM tarafindan tarif edilen

slealdi (11).
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Sekil 1. SG, RIR ve NIR-50 gruplarinin bébrek dokusunda MDA diizeyleri ile MPO, SOD ve GPO aktiviteleri

* p<0.0001, SG grubuna gére
#% p<0.0001, RIR grubuna gore

proteine bolinerek ifade edildi.

MDA Diizeyinin Tayini: MDA diizeyinin clcimu’

Ohkawa ve arkadas]arinin metoduna gotre yapildi. Bu
yontem MDA’nin sicak asidik ortamda tiyobarbitutik
asitle olusturdugu rengin 532 nm’de optik dansitesinin
olculmesi prensibine dayanmaktadir (12). 25 UL 6rnek
uzerine, 25 UL sodyum dodesil sulfat (80 g/L), 1 mL
mix karigim (200 g/L asetik asit + 1.5 mL 8 g/L 2-
tiyobarbittirik asit) ilave edilerek 95°C’de 1 saat 1s1tildr.
Sogutulduktan sonra 4000 devirde 10 dakika santrifuj
edildi. Ust tabakanin absotbanst 532 nm’de olculdu.
Standart olarak 1,1,3,3- tetractoksipropan kullanilarak
cizilen kalibrasyon grafiginden numunedeki MDA
miktart hesaplandt.

MPO Aktivitesinin Tayini: MPO aktivitesinin
Oleimi i¢in kullandigimiz yontem HoO» varliginda
MPO ile o-dianisidine’nin oksidasyonu sonucu olusan
turuncu renkli bilesimin 460 nm dalga boyunda
absorbansinin kinetik olarak Olciilmesine prensibine
dayanmaktadir. (13). Orneklerdeki MPO aktivitesini
belitlemek icin, subsrat olarak H»O iceren fosfat
tamponu (50 mM, pH 6) kullanildi. 20 pL. 6rnek
tizerine 280 pL 6l¢im tamponu (7,5 mg o-dianisidine-
HCI, 5 mL 0.0005% H>O> in 40 mL fosfat tamponu)
eklendi. MPO aktivitesi 460 nm’de 5 dakika boyunca
kinetik olarak 6lcildi.

SOD Aktivitesinin Tayini: SOD aktivite Sl¢imil
Sun ve ark’nin kullandigi metoda gore yapild:r (14).
Ksantin,  ksantin  oksidaz ile  urik  aside

doniigtirildigiinde, ortama nitro-blue tetrazolyum
(NBT) ilave edilirse, SOD mor renkli formazan boyast
ureten NBT ile reaksiyona girer. 200 pL 6l¢iim
karigtmina (0.3 mmol/I. ksanantin, 0.6 mmol/L
EDTA, 150 pmol/L NBT, 0.4 mol/L Na,CO;, 1
mg/mlL sigir serum albiimini), 20 pLL serum ve 10 pL
ksantin oksidaz (167 U/L) eklendi. Daha sonta 20
dakika inkiibe edildi. Reaksiyon sonunda olusan mor
renkli formazanin absorbanst 560 nm'de 6l¢uldu.

GPO Aktivitesinin Tayini: GPO enzimi, H>O»
varhginda H»O’yi  suya indirgerken  redikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
ylkseltgenmesi reaksiyonunu katalizler. Burada olusan
GSSG, NADPH’in indirgeyici substrat olarak
kullanildigt glutatyon reditktaz reaksiyonuyla tekrar
GSH’a indirgenir. Bu sirada NADPHin NADP’ye
yikseltgenmesi ile olusan absorbans azalist 340 nm’de
spektrofotometrik  olarak Olgilerek GPO  enzim
aktivitesi hesapland: (15).

Istatistiksel Analizler: Gruplar arasindaki fark
Vatyans Analizi (ANOVA) ile test edildi. Anlamli
bulunan grup karsilastirmalart icin, farkliligi saglayan
gruplatin tespit edilmesi amactyla Tukey’in coklu
karsilastirma  testlerinden  yararlaniddi.  Sonuglarin
Ozetlenmesi amactyla tanimlayict istatistik olarak
ortalama ve standart hata kullanildi ve istatistiksel
yanilma diizeyi p<<0.05 olarak kabul edildi.
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Bulgular

MDA diizeyi SG grubundaki hayvanlarin bobrek
dokularinda 1.2+0.09 iken RIR grubunda 4,3+0.21%
yitkselmistir (p<0.0001). NIR grubunda ise RIR
grubuna gére anlamli olarak azalarak 1.81%0.06a
dusmistir (p<0.0001) (Sekil 1A). SG grubunda
3.840.18 olan MPO aktivitesi RIR grubunda
9.5£0.15%¢ yitkselmistir (p<<0.0001). NIR grubunda ise
RIR grubuna gore anlamli olarak azalarak 4.4+0.18%
dismiustir (p<<0.0001) (Sekil 1B). SOD aktivitesi SG
grubunda 9.5+0.44 olarak Slciilmiis ve RIR grubunda
anlamlt  olarak  azalarak  4+0.30  bulunmustur
(p<0.0001). NIR grubunda ise RIR grubuna gore
anlamlt olarak artmig ve 8.310.18, bulunmustur
(p<0.0001) (Sekil 1C). GPO aktivitesi SG grubunda
15%1.06 iken RIR grubunda 5.6+0.21%¢ dismiistiir
(p<0.0001). NIR grubunda ise RIR grubuna gére
anlamlt olarak artmus ve 12.7£0.67  bulunmustur
(p<0.0001) (Sekil 1D). Deney sonuglarimiz MDA
dizeyi ile MPO, SOD ve GPO aktivitelerinin SG ve
NIR gruplart arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamstz oldugunu géstermistir (p>0.05).

Tartisma

Bobrek iskemisi, dokuya gelen kanin azalmasina veya
kan akiginin kesilmesine baglt bobregin oksijenden
yoksun kalmasidir. Klinikte cgesitli trolojik vaskiler
cerrahi  girisimlerde bobrek dokusunda iskemi
olusabilir (16). Bu durumda, yapilacak olan ilk
midahale  iskemili  dokunun  reperfiizyonunu
saglamaktir. Ancak, iskemik bobreklerin reperfiizyonu
oksidan  diizeylerinin  artmasina, antioksidan
dizeylerinin ise azalmasina yol acgarak bobrek
dokusunun daha fazla zedelenmesine sebep olur (17).
Reperfiizyon sonucunda dokuda olusan SOR’lar lipid
peroksidasyonuna ve hiicre hasarina yol agmaktadir
(7). Bu nedenle I/R hasarinin siddetini azaltmaya
yonelik olarak yapilan deneysel c¢alismalarda cok
sayida antioksidan ve antiinflaimmatuar maddenin
etkisi arastirilmaktadir (18-20). Calismamizda bobrek
I/R hasarina karst etkisi arastirlan  nizatidinin
antioksidan aktivitesinin bulundugu daha 6nceki bir
calismada rapor edilmistir (10). Deney
sonuclarimizdan da anlasilacagt gibi I/R islemi
uygulanan RIR grubu hayvanlarin bobrek dokusunda
lipid peroksidasyonunun son idriini olan MDA
miktart SG grubuna gére anlaml artis gdstermistir.
MDA miktart nizatidin verilen NIR grubunda ise RIR
grubuna gére anlaml olarak digmistir. Bu sonuglar,
I/R uygulanan grubun bobrek dokusunda lipid
peroksidasyonunun nizatidin grubunda belirgin bir
sekilde baskilandigina isaret etmektedir. Literatiirde
nizatidinin bébrek dokusunda I/R ile indiiklenen

oksidatif stresle iliskili MDA artisina etkisi ile ilgili
bilgilere rastlanmadi. Ancak yukarida belirtildigi gibi,
nizatidin  mide dokusunda MDA  retimini
baskilayarak gastroprotektif etki olusturmustur (10).
Liu ve ark. nizatidinin lipid peroksidasyonunu inhibe
ederek protektif etki olusturduklarini bildirmislerdir
21).

Calismamizda, MPO aktivitesi RIR grubu hayvanlarin
bébrek dokusunda SG ve NIR grubuna gére anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. MPO tiretimindeki artisin
SOR’lar tarafindan stimile edildigi bilinmektedir
Aktive  edilmis  polimorfoniikleer  16kositlerden
salgilanan MPO, hem Oz, H2O2, OHe gibi SOR’larin
tretimine neden olur, hem de Cl iyonu varliginda
H20O2’1 glicli oksidan olan hipokloréz asit radikaline
(HOCI) doéntsturiar (22). Bu nedenle asit MPO
tretimi bobrek hasatina yol agmaktadir (23). Bundan
énce yapilan caligmalarda da 1/R isleminin bébrek
dokusunda MPO artisina neden oldugu belirtilmistir
(24). Nizatidin verilen NIR grubunda MPO diizeyinin
SG grubuna ¢ok yakin olmasi, nizatidinin SOR ve
polimorfontkleer 16kositler tzerinde inhibitér etki
olusturdugunu dustindirmektedir. Liu ] ve atk.
nizatidinin MPO aktivitesini azalttgini gostermislerdir
(10). Bir bagka calismada ise nizatidinin MPO-H»O»-
Cl-sisteminde tretilen gli¢lii bir klorlayict oksidan olan
hipokloréz asiti (HOCI) buyik olcide temizledigi
ifade edilmektedir (25).

Yine bu c¢alismamizda MDA ve MPO duzeyleri
yiksek bulunan 1/R  uygulanmig RIR grubu
hayvanlarin = bobrek dokusunda SOD ve GPO
aktivitesi SG grubuna gére distik bulunmustur. SOD
ve GPO aktivitesi nizatidin verilen NIR grubunda ise
RIR grubuna gore anlamli olarak yitkselmistir. SOD
ve GPO enzimlerinin reperfiizyon sirasinda Uretimi
artan SOR’larin  sebep oldugu oksidatif hasarin
azaltlmasinda Onemli antioksidan etki gosterdigi
bildirilmigtir (26, 27). Literatiirde nizatidin ile ilgili
bilgilere rastlanmadi. Ancak deney sonuglarmiz,
nizatidinin  endojen  SOD ve GPO  gibi
antioksidanlarin aktivitesini artirmak suretiyle bébrek
dokusunu oksidatif hasara karst korudugunu gosterdi.
Sonug olarak; I/R hasart, bobrek dokusunda oksidatif
stres gOstergesi olarak bilinen MDA duzeyinin ve
MPO aktivitesinin artmasina, SOD ve GPO gibi
endojen  antioksidan  enzimlerin  aktivitelerinin
azalmasina yol a¢mustir. Zit etki olarak nizatidin ise,
bébrek dokusunda oksidan parametrelerin artmasin,
antioksidanlarin ise azalmasini Onlemistir. Deney
sonuglarimiz nizatidinin bobrekte /R hasarina baglt
olarak gelisen oksidatif stresi Onlemede yararh
olabilecegini gostermektedir.
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