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Arastirma

Kisa aralikli kontrollii reperfiizyon periyotlar1 bobregi
iskemi-reperfiizyon hasarindan koruyor mu?
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ézet

Amag: Bobreklerin ve diger dokularin iskemiye maruz
kalmasindan sonra reperfiizyonun saglanmast ile birlikte
serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikmakta ve yaygin hiic-
re hasart olusmaktadir. Bu ¢alismada iskemi sonrasinda
kisa stireli kontrollii reperfiizyon periyotlarinin bobrek
iskemi-reperfiizyon hasari iizerine olan etkisi aragstiril-
migtir.

Yontemler: Calismaya 24 eriskin sican alindi ve 3 grup
olusturuldu. Tiim hayvanlara cerrahi girisim 50 mgl/kg
ketamin, 3 mg/kg alfazin anestezisi sonrasi yapildi. Tiim
gruplarda medyan laparatomi ve sag nefrektomi yapild:.
Sham grubu (n=8)’nda sag nefrektomi sonrasi sol bob-
rekte iskemi olusturulmadan 7 saat sonra sol nefrektomi
yapildi. Kontrol grubu (n=8)’nda sag nefrektomi sonrasi
sol bobrek 1 saat iskemik birakildr ve 6 saatlik reperfiiz-
yon sonrast sol nefrektomi yapildi. Kontrollii Reperfiizyon
Grubu (n=8)’nda reperfiizyon safhasina kadar kontrol
grubundaki basamaklar uygulandr ve 1 saatlik iskemi
sonrasinda, 5 saniye reperfiizyon 15 saniye yine reperfiiz-
yon olacak sekilde toplam 6 kez (2 dk. siireyle) kontrollii
reperfiizyon saglandi. Si¢canlarin tiimiinde ¢alismanin 6.
saatinde, histopatolojik olarak konjesyon, inflamasyon ve
nekroz derecelerinin incelenmesi igcin nefrektomi yapildi,
doku NO ve Glutatyon rediiktaz diizeylerine bakildi.

Bulgular: Doku NO diizeyleri sham (18.4+2.9) ve kisa
araliklt reperfiizyon (18.3+2.7) gruplarinda, kontrol
(30.7+11.2) grubuna gore anlamli olarak diisiik saptan-
di (p<0,05). Doku Glutatyon rediiktaz diizeyleri de sham
(3.3%1.2) ve kisa aralikli reperfiizyon (3.7+0.7) gruplarin-
da benzer olup, yine kontrol (5.9+1.7) grubundan anlamli
olarak diisiik saptandi (p<0,05). Histopatolojik degerlen-
dirme sonucunda her 3 grup arasinda anlamli bir fark
saptanmadi.

Sonu¢: Bu calismanmin sonucglari, iskemi sonrast kisa
aralikli reperfiizyon yapimasinin doku NO ve Glutatyon
rediiktaz diizeylerinde yiikselmeyi onledigini, reperfiizyon
hasarina karst koruyucu etkisinin olabilecegini goster-
mistir.

Anahtar kelimeler: Bobrek iskemisi, reperfiizyon hasari,
oksidatif stres

Summary

Does short-interval postconditioning protect the kidneys
against ischemia-reperfusion injury?

Objective: Free oxygen radicals cause diffuse cellular da-
mage during reperfusion in the tissue. We investigated the
effects of short-interval postconditioning in kidney in an
animal model of ischemia-reperfusion.

Methods: Twenty-four adult Wistar albino rats equally
divided into 3 subgroups: Control (II) and short-interval
postconditioning (I1I) groups had undergone right neph-
rectomy and left renal ischemia subsequently. We did not
expose sham (1) group to ischemia.. In postconditioning
group (I11), short-interval postconditioning (5 seconds re-
perfusion - 15 seconds ischemia, for a total of 2 minutes)
was perfomed. However, in the control group (Il) there
was no postconditioning, and blood flow was restored im-
mediately after a period of ischemia. The specimens were
evaluated histopatologically for the presence of conges-
tion, inflammation and necrosis. Tissue nitric oxide and
glutation reductase, malondialdehyde, catalase, and glu-
tathione levels were measured.

Results: Nitric oxide levels were significantly higher in
the control group (p<0.05). Similarly, glutation reductase
levels were also higher in the control group (p<0.05). His-
topathological examination did not reveal any significant
difference between groups (p>0.05).

Conclusion: We conclude that short-interval postconditi-
oning is useful for reperfusion of kidneys, and may prevent
renal failure probably caused by oxidative stress,through
favourable contribution to the balance between reactive
oxygen species and protective mechanisms.

Key words: Renal ischemia, reperfusion injury, oxidative
stress
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Giris
Bobrekte sok, sepsis, travma ve bobrek nakli sonrasi
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iskemi-reperfiizyon (I/R) hasari olusabilmektedir. Bu
I/R hasar1 bobrek nakli sonrasi akut bobrek yetmez-
ligi, doku reddi ve greft fonksiyonlarindaki gecikme-
nin en 6nemli nedenlerinden biridir G517,

Bu zamana kadar dokuyu I/R hasarindan korumak
icin ¢esitli yontemler tanimlanmigtir. Bunlar arasinda
iyi bilinen endojen bir yontem olan 6n kosullama ilk
kez Murry ve ark. 19 tarafindan tanimlanmistir. Bu
yontemle kalpteki I/R hasarmin, apoptozis ve yaygin
infarkt alanlarimin azaltilabildigi gosterilmistir. Daha
sonra diger bir endojen yontem olan kontrollii reper-
fiizyon Zhao ve ark. @® tarafindan tanimlanmig ve bu
yontemin kalbi I/R hasarindan korudugu savunul-
mustur. Zhao ve ark. ®® da Murry ve ark.’nin " ca-
lismalariyla paralel olarak kontrollii reperfiizyonlarin
apoptozisi ve infarkt alanini azalttigin1 bulmustur.

Ancak, bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda kont-
rollii reperfiizyonlarla ilgili belirli bir protokol tanim-
lanmamistir. Bundan dolayi, ¢aligmamizda bobrek
I/R modelinde kisa aralikl1 reperfiizyon periyotlarinin
bobregi I/R hasarindan koruyucu etkisinin olup olma-
digin1 arastirmay1 amacladik.

Gerec ve Yontem

Deneysel calismamiz etik kurul onayr alindiktan son-
ra Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvar’inda yapidi. Calismada agiwrliklar:
200-300 gr arast degisen 24 erigkin sican kullanild
ve 3 grup olusturuldu:

Grup I (Sham grubu): Sag nefrektomi yapildiktan 7
saat sonra sol nefrektomi yapildi (n=8).

Grup Il (Kontrol grubu): Sag nefrektomi yapildiktan
hemen sonra sol bobrek arterine 60 dk. siireyle atrav-
matik damar klempi konuldu ve iskemik birakildi. Alt-
mus dk.’min sonunda bu klemp acilarak 6 saat siireyle
sol bobrek reperfiizyona birakildi (n=8).

Grup Il (Kisa aralikli kontrollii reperfiizyon grubu):
Sag nefrektomi sonrasi sol bobrek arterine atravma-
tik damar klempi konuldu ve 60 dk. siireyle iskemik
birakildr. Daha sonra 6 kez olmak iizere kisa aralikli
kontrollii reperfiizyonlar uygulandi (5 saniye reper-
fiizyon, 15 saniye iskemi olacak sekilde) ve kontrollii
reperfiizyonlarin sonunda damar klempi tamamen
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acilarak 6 saat siireyle sol bobrek reperfiizyona bi-
rakildr (n=38).

Tiim sicanlar uygun isidaki odalarda standart ke-
mirgen diyeti ve su ile beslendiler. Calismaya bagla-
madan once tiim sicanlarin anestezisi periton igine
3 mg/kg’dan alfazin, 50 mg/kg’dan ketamin ver ve
hayvanlar spontan solumaya birakildi. Yiiz U/kg’dan
heparin (periton icine) yapildiktan sonra orta hat
kesi ile karn icine girildi. Sag nefrektomi yapildiktan
sonra sol renal arter bulundu ve yukaridaki gruplar-
da belirtildigi gibi iskemi-reperfiizyon periyotlart uy-
gulandi (Sekil 1).

Sol renal iskemi (1 saat) Kisa aralikli kontrolli
I reperfiizyonlar

2 FE %
! I

Laparatomi+sag
nefrektomi

Sakrifikasyon+sol nefrektomi

Reperfiizyon (6 saat)

Sekil 1. Kisa aralikh kontrollii reperfiizyon periyotlari-
nin sematik olarak goriiniimii.

Deneysel calismanin sonunda tiim sicanlar yiiksek
doz anestezi ile sakrifiye edildi. Sol bobrekleri ¢cikar-
tildi. Cikartilan her bir bobregin yarist doku nitrik
oksit (NO), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT),
malondialdehid (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyleri
bakilmak tizere biyokimya laboratuvarina, kalan ya-
riart ise histopatolojik degerlendirme icin patoloji
laboratuvarina gonderildi.

Histopatolojik degerlendirme:

Dokular % 10 formol icerisinde fiske edildikten sonra
parafin bloklar icerisine gomiildii ve 4um kalinlikta
kesitler alindi. Kesitler deparafinize edildikten sonra
asamalr olarak hidrate edildi ve hematoksilen-eozin
ile boyanarak dokularin hangi gruba ait oldugunu
bilmeyen tek bir patolog tarafindan degerlendirildi.
Kesitlerde inflamasyon, konjesyon ve nekroz deger-
lendirildi. Histopatolojik degerlendirme daha once
Giiz ve arkadagslarimin yapmis oldugu skorlamaya
gore 0: Normal, 1: Hafif, 2: Orta ve 3: Siddetli sek-
linde yapildr .

Istatistiksel analiz:
NO, GR, CAT, MDA ve GSH diizeylerini degerlendir-

mek icin ANOVA One-way analiz ve post-hoc testleri
kullanildi. Histopatolojik sonuglarin degerlendirilme-
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sinde ise Kruskal Wallis testi kullanildi. P degerinin
0.05ten kiiciik olmast anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Doku NO diizeyi: Doku NO diizeyleri sham (I), kont-
rol (II) ve kisa aralikli kontrollii reperfiizyon (III)
gruplarinda sirastyla 18.4+2.9 nmol/g doku, 30.7+11.2
nmol/g doku ve 18.3+2.7 nmol/g doku olarak saptan-
d1 (Sekil 2A). Doku NO diizeyi kontrol grubunda (II)
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

Doku GR diizeyi: Doku GR diizeylerinde sham
(3.3£1.2 pmol/mg) ve kontrollii reperfiizyon (3.7+0.7
pmol/mg) gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (p>0.05). Ancak, kontrol grubundaki doku GR

60+
504

*

40+ T

304

20- - 1 -
R | —

10+

0-

10.0+

7.5+ -1

5.0+

2.54

0.0~

B | I Il

Sekil 2. (A) * Doku NO diizeyi kontrol grubunda (II)
kisa arlikh kontrollii reperfiizyon grubuyla (III) kar-
silastirlldiginda anlamh olarak yiiksek (p<0.05). (B)
Benzer sekilde doku GR diizeyi grup II’de kisa aralikh
kontrollii reperfiizyon grubuyla (III) karsilastirildigin-
da anlamh olarak yiiksek (p<0.05).

diizeyi (5.9+1.7 pmol/mg) anlamli olarak ytiksekti
(p<0.05; Sekil 2B).

Doku CAT diizeyi: Ortalama doku CAT diizeyleri I,
II ve III. Gruplarda sirastyla 22.7+2.9 mg, 21.7+1.1
mg ve 18.1+2.9 mg idi. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Doku MDA diizeyi: Doku MDA diizeyleri grup I, II
ve III'te sirasiyla 21.7+2.3 nmol/mg protein, 23.8+7.6
nmol/mg protein ve 12.3+1.3 nmol/mg protein idi.
Gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Doku GSH diizeyi: Doku GSH diizeyleri sham (I),
kontrol (IT) ve kisa arlikli reperfiizyon (III) gruplarin-
da sirasiyla 58.8+4.9 mg/g doku, 79.8+6.5 mg/g doku
ve 65.0+6.6 mg/g doku idi ve gruplar arasinda anlam-
11 bir fark yoktu (p>0.05).

Histolojik degerlendirme: Histolojik degerler arasin-
da istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).

Tartisma

Dokularda normalde devamli olarak serbest oksijen
radikalleri olugsmakta ve bunlar stiperoksit dismu-
taz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzimatik antioksidan sistemler tara-
findan yok edilmektedir . Dokulara olan kan akimi
kesildiginde ¢ok miktarda serbest oksijen radikalleri
olugmakta ve bunlar doku hasarina neden olmaktadir
D Ayni dokulara iskemi sonrasi kan akimi yine sag-
landiginda ise ¢ok daha fazla serbest oksijen radikal-
leri olusup, inflamatuvar yanit olarak adlandirilan cok
daha yaygin doku hasarina ve sistemik komplikasyon-
lara neden olabilmektedir >¢'9. Boylece reperfiizyon
sirasinda olusan doku hasari iskemik doku hasarmn-
dan cok daha fazla olmaktadir ». I/R hasarinin sid-
deti olusan serbest oksijen radikalleri ile antioksidan
sistemler arasindaki dengeye baghidir . Caligma-
mizda kisa aralikli kontrollii reperfiizyon grubunda
oksidatif yanit sonuglarini istatistiksel olarak anlamli
olmasa da oldukga diistik olarak saptadik. NO ve GR
diizeylerini ise kontrollii reperfiizyon grubunda sham
grubundaki sonugclarla parallel olarak saptadik ve bu
sonug¢larla kontrollii reperfiizyonlarin dokuyu I/R ha-
sarindan daha iyi koruyabilecegini diistindiik.

Hearse ve ark. % iskemik rat kalbinde olusan hasar-



da agiga c¢ikan serbest oksijen radikallerinin 6nemli
oldugunu savunmustur. Murry ve ark. ¥ ise ilk kez
iskemik 6n kosullamay tarif etmistir. Buna gore, kalp
kasinda iskemi oncesinde yapilacak olan kisa iskemik
periyotlarin iskemi sonrasindaki reperfiizyon hasarini
azaltacagini, bunun da 6n kogsullama ile kalp kasinin
iskemiye daha direncli hale getilmesiyle saglandigini
savunmuslardir. Ancak, iskemik 6n kogullamanin kli-
nik olarak uygulanabilesi dokunun 6nceden iskemik
kalacaginin tahmin edilememesinden dolay1 pek olasi
gortinmemektedir. Bir bagka model ise Zhao ve ark.
@9 tarafindan deneysel olarak kalp kasi iskemisi mo-
delinde tanimlanmis olan kontrollii reperfiizyondur.
Bu calismada deneysel olarak olusturulan kalp kasi
iskemi modelinde 6n kosullama ve kontrollii reper-
fiizyonu karsilagtirmis ve kalp kasindaki hasarin hem
on kosullama hem de kontrollii reperfiizyon grupla-
rinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli
olarak diisiik oldugunu saptamislardir. Iskemik bob-
rek dokusunda reperfiizyon sirasinda NO ve GR gibi
vazoaktif maddeler ve reaktif oksijen bilesikleri sali-
narak daha fazla bir doku hasarina neden olmaktadir
@, Modelimizde histolojik degerlerde anlamli bir fark
bulamamis olsak da kisa aralikli kontrollii reperfiiz-
yon uyguladigimiz grupta oksidatif stress gostergeleri
olan GR ve NO diizeylerinin sham grubuyla parallel
oldugunu gozledik ve bu degerler kontrol grubun-
da anlamli olarak yiiksekti. Bu nedenle kisa aralikli
kontrollii reperfiizyonlarin boébregi I/R hasarindan ko-
ruyucu etkisinin olabilecegini diigiindiik.

Testis >19, kremaster @, bobrek ©, barsak 19, eks-
tremite ¥ ve myokard ® dokularinda kan akiminin
reperfiizyon sirasinda iskemi oncesi donemden daha
fazla oldugu gosterilmis ve bu durum overflow ola-
rak adlandirilmistir. Serbest oksijen radikallerinin
reperfiizyon hasarindan biiyiik oranda sorumlu olma-
lar1 nedeniyle iskemik alanda bu molekiillerin azal-
tilmasiyla olusacak olan doku hasart da azaltilabilir
@9, Ogzellikle bobrek nakli yapilan hastalarda nakil
sirasinda bobrek arteri klemplendiginde bobrege olan
kan akimi tamamen kesilmekte ve iskemi olugmak-
tadir. Bu durumda aciga cikan serbest oksijen radi-
kalleri bobrekte inflamatuvar yanita ve iskemik doku
hasarma neden olmaktadir. Bobrek nakil islemi ta-
mamlanip bobrege olan kan akimi yine saglandiginda
ise reperfiizyon hasarina neden olan ¢ok miktarlarda
vazoaktif mediatorler salinmaktadir. Bobrek nakli
yapilan hastalarda en biiytik sikint1 olan akut b&brek
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yetmezliginin ve gecikmis greft fonksiyonlarinin en
onemli nedeni s6z etmis oldugumuz reperfiizyon ha-
saridir @'V, Biz de yeni bir model olarak kisa aralikli
kontrollii reperfiizyonlarla bobrekte olusacak olan
I/R hasarinin daha az olacagim diistindiik.

Doku MDA ve GSH diizeylerine bakildiginda ista-
tistiksel olarak anlamli olmasa da kisa aralikli kont-
rolli reperfiizyon grubunda diger gruplardan daha
diisiik saptadik. Bu da bize repefiizyon sirasinda er-
ken donemdeki patlar tarzda olusan serbest oksijen
radikallerinin kontrollii reperfiizyonla daha az olusu-
yor olabilecegini diistindiirdii. Xiuheng Liu ve ark.
13 bobrek iskemi-reperfiizyon modelinde 10 saniye
reperfiizyonu takiben 10 saniye iskemik periyotlar
olusturarak toplam 6 kez olacak sekilde kontrollii
reperfiizyonlar sonrasinda tam bir reperfiizyon pe-
riyodu olusturmustur. Bu kontrollii reperfiizyonlar
sonucunda doku NO seviyesinin ylikseldigini, endo-
telin-1 (ET-1) diizeyinin ise diistiiglinii ve apoptozisin
de azaldigin1 gostermiglerdir. Kontrollii reperfiizyon
grubunda bobrek fonksiyonlarini daha iyi bulmalar
nedeniyle artmis olan NO diizeyinin bobregi I/R ha-
sarindan korudugunu savunmuglardir ¥, Paradoksik
olarak NO’in doku I/R hasarina neden oldugu yontin-
de de cesitli ¢aligmalar bulunmaktadir ?*?. Bu calig-
malarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da NO ok-
sidatif stres gostergesi olarak kabul edildiginde kisa
aralikli kontrollii reperfiizyon grubunda sham grubu
ile paralel sonuclar bulundu ve kontrol grubu ile kar-
silastirildiginda anlamli olarak diigtiktii. Ayn1 sekilde
GR diizeylerinin de sham grubu ile paralel olmasi ve
kontrol grubundan anlamli diisiik olmas1 nedeniyle
kisa aralikli kontrollii reperfiizyon grubunda oksidatif
stresin daha az oldugu ve bu nedenle de bobrek doku-
sunu koruyucu etkisinin oldugunu diistindiik.

Daha 6nce de belirtildigi gibi bobrek nakli sonrasinda
akut bobrek yetmezligi ve organ reddinin en Gnem-
li nedenlerinde biri I/R hasaridir ®*2Y. Kisa aralikli
kontrollii reperfiizyon periyotlar1 da bu hasta grubun-
da klinik olarak cerrahi sirasinda rahatlikla uygulana-
bilecek bir yontemdir. Tiim bu veriler dogrultusunda
bobrek nakli sirasinda kisa aralikli kontrollii reper-
flizyon periyotlarinin uygulanmasiyla, serbest oksijen
radikallerinin olugumu azaltilarak bébrek dokusunda
olusacak olan reperfiizyon hasar1 ve buna bagl akut
bobrek yetmezligi ve organ reddinin azaltilabilecegi
dustintilmektedir.
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