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OZET Amag: Rat modelinde farkl renal vaskiiler klempaj modellerinin bébrek dokusunda olustu-
racag patolojik ve biyokimyasal sonuglarinin kargilagtirilmasidir. Gereg ve Yoéntemler: Caligmada
28 adet Wistar albino cinsi yaklagik dort aylik disi ratlar kullanildi. Anestezi uygulamasindan sonra
abdomen bilateral subkostal insizyonu ile agildi, bilateral bobrekler agiga ¢ikarildi ve renal pedi-
kiiller diseke edildi. Grup 1; devamli iskemi grubuna (n=10) 60 dk renal iskemi uygulandi. Grup 2;
aralikli iskemi grubuna (n=10) 15 dk’dan aralarda ikiser dk perfiizyona izin verilecek sekilde dort
kez toplamda 60 dk renal iskemi uygulandi. Grup 3; kontrol grubuna (n=8) ise girisim yapilmadan
60 dk anestezi altinda bekletildi. Bulgular: Grup 1 ve Grup 2’nin biyokimyasal (serum iire, serum
kreatinin, idrar albumin, idrar albumin/kreatinin oran1) ve patolojik skor degerleri karsilastirildi-
ginda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmasa da (p>0,05) Grup 3’tin Grup 1 ve Grup 2 ile kar-
silastirlmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05). Sonug: ki grup arasinda
biyokimyasal parametrelerde ve bébrek dokusunun patolojik incelenmesinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi. Renal iskemiye neden olacak cerrahi girisimlerde iskemi/reperfiizyon
hasarini en aza indirgemek icin uygun vaskiiler klempaj teknigini belirlemede daha net sonuglara
varmak i¢in ayrintili ¢aligmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Reperfiizyon hasari; iskemi; vaskiiler klempaj

ABSTRACT Objective: The purpose of this study is to compare different renal vascular clamping’s
pathological and biochemical results in renal tissue in the rat model. Material and Methods: In the
study, we used 28 Wistar albino rats were used which were 4-months-old female after the appli-
cation of anesthesia, abdomen was opened with bilateral subcostal incision, revealed the bilateral
kidneys and dissected the renal pedicles. The first group was the continuous ischemia group (n=10);
renal ischemia was applied for 60 minutes. The second group was the intermittent ischemia group
(n=10); renal ischemia was applied was done 4 times for 15 minutes allowing 2 minutes of perfu-
sion between sets totally for 60 minutes. The third group was the control group (n= 8); the rats
were kept under anesthesia without any other attempts. Four hours later, anesthesia was applied to
all the rats, laparotomy incisions were reopened and applied bilateral nephrectomy for histopatho-
logical examination. For biochemical tests, blood sample and urine sample were taken. Results: The
biochemical (serum urea, serum creatinine, urine albumin and urine albumin/creatinine ratio) and
pathological score values of Group 1 and Group 2 were compared, there was no statistically signif-
icant difference (p>0,05), however, the difference between these values of Group 3 compared to
Group 1 and Group 2 was statistically significant (p<0,05). Conclusion: There’s no statistically sig-
nificant difference between biochemical parameters and pathological kidney tissue examinations of
two groups There is a need for further studies in order to reach better results in terms of deter-
mining the vascular clamping technique which will minimize the ischemia/reperfusion damage in
surgical attempt that may cause renal ischemia.

Keywords: Reperfusion injury; ischemia; vascular clamping
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obrekte; sistemik hipotansiyon, hipovolemik
B sok, kardiyak arrest gibi cerrahi dis1 durum-

larda olabilecegi gibi transplantasyon,
travma, anatrofik nefrolitotomi, nefron koruyucu
cerrahi ve renal arter cerrahisi gibi renal kan aki-
mini azaltan cerrahi girisimlerde de iskemi/reper-
fiizyon (I/R) ortaya gikabilmektedir. Ozellikle
nefron koruyucu nefrektomi gibi renal cerrahiler
sirasinda uygulanan renal pedikiil klempaji; daha
emniyetli ve kolay uygun cerrahi ortami hazirla-
masinin yani sira daha az kan kayb: ve daha kisa
operasyon siiresini miimkiin kilmaktadir.!? Bu-
nunla birlikte, renal hiler klempaj sicak iskemiye
neden olmakta ve iskemik renal hasara zemin ha-

zirlayabilmektedir.

Iskemi sonras: reperfiizyon ile serbest oksijen
radikalleri (SOR) meydana gelmekte ve patoge-
nezde 6nemli rol oynamaktadir. Lipit peroksidas-
yonun en fazla iskemiyi takiben reperfiizyon
sirasinda arttig1 saptanmis ve antioksidanlarla bu
hasarlarin azaltilabilecegi gosterilmistir.®> Dokuda
reperfiizyon basladiginda dokuya gelip yerlesen po-
limorf niiveli 16kosit (PMNL)’ler tarafindan salinan
SOR’lar1 dokudaki yikimi artiric: etki yapmaktadir.
Oksijen radikallerinin asir1 olusumu, hiicrede hasar,
membran lipitlerinin peroksidasyonunu igeren ge-
sitli mekanizmalarla nekroz, protein denatiirasyonu
ve DNA hasar1 meydana getirmektedir.*

Renal cerrahi sirasinda uygulanan renal pedi-
kil klempajinin siirekli olarak uygulanmas: genel
kabul géren goriis olmakla birlikte, aralikh perfiiz-
yona izin verilen bir klempajin, ulagilabilen litera-
tiirde, patolojik ve biyokimyasal sonuglarini ve bu
farkli klempaj modellerinin vaskiiler klempaj siire-
lerine bagh olarak I/R katkilarini net olarak goste-
ren bir ¢alisma yoktur.

Bu ¢aligmada, ile rat modelinde farkli renal
vaskiiler klempaj modellerinin siireyle iliskili ola-
rak renal dokuda olusturacag patolojik ve biyo-
kimyasal sonucglar1 karsilastirilarak etkilerinin
aragtirilmasi amaglanmigtur.

I GEREC VE YONTEMLER

Calisma Digkap: Yildirim Beyazit Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi 01.10.2012 tarihli 2012/15 proto-
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kol no’lu Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul ka-
rar1 ile Digkap1 Yildirnm Beyazit Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi Deney Hayvani Uretimi ve
Deneysel Aragtirma Laboratuvarinda gerceklesti-
rildi. Calismada, agirliklar: 250-300 g arasinda de-
gisen 28 adet Wistar albino cinsi yaklagik dort aylik
disi ratlar kullanildi.

Anestezi intraperitoneal (i.p.) 50 mg/kg ke-
tamin ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid ile sag-
landi; gerektiginde ratlarin anestezi derinligini
sabit tutmak icin ketamin (yar1 dozda, 25 mg/kg),
refleks yanitlara (pensetle ayaga agrili uyaran
verilmesi-pedal refleks, palpebral ve korneal ref-
leksler) bakilarak tekrarlandi. Tiim ratlarda anes-
tezi uygulamasindan sonra operasyon masasina
sabitlenerek supin pozisyonunda, karin cildi tras
edilerek %10 poviiyodin ile temizlendikten sonra
abdomen bilateral subkostal insizyonu ile agilda,
bilateral bobrekler agiga ¢ikarildi ve renal pedi-
kiiller diseke edildi.

Ratlar ii¢ deney grubuna ayrildi. Birinci grup-
taki 10 rata (Grup 1; devamh iskemi grubu) mikro-
vaskiiler kliple (anevrizma klipsi) bilateral renal
pedikiil okliizyonu yapild: ve 60 dk renal iskemi
uygulandi. Ikinci gruptaki 10 rata (Grup 2; aralikhi
iskemi grubu) yine mikrovaskiiler kliple bilateral
renal pedikil oklizyonu 15 dk’dan aralarda ikiser
dk perfiizyona izin verilecek sekilde dort kez, top-
lamda 60 dk renal iskemi uygulandi. Ugiincii grup-
taki sekiz rat ise (Grup 3; kontrol grubu) girisim
yapilmadan 60 dk anestezi altinda bekletildi. Bob-
rek iskemisi; bobrekte solukluk olugmasi ve renal
arter nabizlarinin alinmamasi ile dogrulandi. Rat-
lar1 hipotermiden korumak i¢in ¢aligma siiresince
operasyon masasi 1sitic1 bir lamba ile 1sit1ldi. Tlk la-
parotominin kapatilmasindan dnce rat agirliginin
%2,5’1 kadar fizyolojik salin soliisyonu i.p. olarak
verildi. Bekleme siireleri boyunca batin 1slak steril
tamponlar ve cerrahi pens ile kapatildi. iskemi son-
ras1 mikrovaskiiler klipler reperfiizyon i¢in ¢ikar-
tildi. Abdominal bolgedeki insizyon hatt1 3/0 ipek
stitiir ile kapatildi. Operasyon sonrasi derlenme do-
neminde ratlar kafeslerinde gozlem altinda tutuldu.
Dort saat sonra, kontrol grubu dahil tiim ratlara
anestezi uygulanarak laparotomi yapilip, histopa-
tolojik inceleme i¢in bilateral nefrektomi uygula-
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narak biyokimyasal testler i¢in portal venden 5 cc
kan ve mesaneden 1-2 cc idrar 6rnegi alindi. Rat-
larin sakrifikasyon iglemi ise yiiksek doz anestezik
kullanima ile gerceklestirildi.

Histomorfolojik inceleme icin ratlardan elde
edilen bobrek dokular1 %10’luk formaldehid
icinde fikse edildikten sonra pelvisten gececek se-
kilde kesilerek, en genis kesit yiizeyleri isleme
alindi, sonra dokular parafine gomiildii. Hazirla-
nan parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda ke-
sitler alind1. Elde edilen kesitler Hematoksilen-
Eozin boyas: ile boyandi. Boyama isleminden
sonra kesitler 151k mikroskopisinde degerlendi-
rildi. Bobrek dokularinin patolojik olarak ince-
lenmesinde tiibiiler hasar i¢in tiibiiler dilatasyon/
diizlesme, tiibiiler cast ve tiibiiler dejenerasyon/
vakuolizasyonun degerlendirildigi semikantita-
tif skorlama kullanildi. Etkilenen tiibiiller %5’in
altinda ise skor 0; %5-33 arasinda ise skor 1;
9%34-66 arasinda ise skor 2; %66 nin ustiinde ise
skor 3 olarak degerlendirildi (Kaynak, “Gere¢ ve
Yéntemler” basligi altinda oldugu icin; nasil de-
gerlendirme yapildigina dair bilgi icerdigi i¢in
aciklanmayip, “Tartisma” kisminda 15, 16 no’lu
kaynaklar seklinde belirtilmigtir).

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Biyokimyasal degerlendirmede serum fire,
serum kreatinin, idrar albumin ve idrar albumin/
kreatinin olmak tizere dort farkli parametre

bakimindan kargilagtirildi.

Bagimsiz gruplarin karsilagtirilmasi amaciyla
denek sayis1 goz ontinde bulundurularak normal-
lik testleri uygulanmaksizin parametrik olmayan
tek yonlii varyans analizi (Kruskal-Wallis) uygu-
land: ve bagimsiz gruplar arasinda farkin istatistik-

sel olarak anlamli bulunmas: durumunda post-hoc
testlerle farklilig1 yaratan gruplar belirlendi. Iki
muamele grubunun patoloji skorlarim kargilagtirir-
ken ise dagilimlar géz oniinde bulundurularak ki-
kare testi kullanildi. Sonuglar ilgili tablolarda
median, minimum ve maksimum degerler kullani-
larak 6zetlendi. Analizlerin gerceklestirilmesi ama-
ciyla SPSS 15.0 paket programi kullanildi ve
istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak kabul
edildi.

I BULGULAR

Her ii¢ grubun kan ve idrar numuneleri alinarak
serum iire, serum kreatinin, idrar albumin ve idrar
albumin/kreatinin oranlar1 kargilagtirildi (Tablo
1). Grup 1 ve Grup 2’nin serum {ire, serum krea-
tinin, idrar albumin ve idrar albumin/kreatinin
orani degerlerinin karsilagtirilmasinda tiim degis-
kenlerde iki grup arasinda istatistiksel olarak an-
lamli fark izlenmemesine karsin (p>0,05); bu
gruplarin kontrol grubu ile ikili kargilagtirilmala-
rinda ise istatistiksel olarak fark anlamli idi
(p<0,05) (Tablo 1).

Bobrek dokularinin patolojik olarak incelen-
mesinde tiibtiler hasar icin tiibiiler dilatasyon/
diizlesme, tiibiiler cast ve tiibiiler dejenerasyon/
vakuolizasyonun degerlendirildigi semikantitatif
skorlama kullanildi. Kontrol grubundaki tiim rat-
larin bobrek dokularinin patoloji skorlar1 0 ola-
rak degerlendirildi. Grup 1’de dort ratin bobrek
dokusu patoloji skoru 2 (%40) iken alt1 ratin bob-
rek dokusu patoloji skoru 3(%60); Grup 2’de ise 3
ratin bobrek dokusu patoloji skoru 2 (%30) iken,
yedi ratin bobrek dokusu patoloji skoru 3 (%70)
olarak degerlendirildi. Grup 1 ve Grup 2’nin pa-
toloji skorlar karsilastirildiginda gruplar arasinda

TABLO 1: Gruplarin biyokimyasal parametrelerinin "medyan (minimum-maksimum)" olarak degerleri.
Kontrol Grup 1 Grup 2 p
Serum (re (mg/dL) 52,43 (35,76-89,88) 116,86 (94,16-132,68) 113,06 (92,02-126,26) 1,0
Serum kreatinin (mg/dL) 0,38 (0,31-0,89) 1,12 (0,90-1,23) 1,06 (0,87-1,18) 07
idrar albumin (mg/dL) 5,55 (4,00-9,10) 22,54 (13,60-25,00) 19,16 (16,60-20,70) 03
idrar albumin/kreatinin 0,43 (0,23-0,88) 1,89 (1,13-2,51) 2,16 (1,13-3,73) 1,0
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A

RESIM 1: A) Kontrol grubu (Skor 0) (H&E, x200), B) Tiibiller dejenerasyon/vakuolizasyon (Skor 2) (H&E, x200), C) Siddetliiyaygin tiibiiler hasar (Skor 3) (H&E, x200).

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p=1,00) (Resim 1A-C).

TARTISMA

Transplantasyon, travma, anatrofik nefrolitotomi,
nefron koruyucu cerrahi ve renal arter cerrahisi
gibi renal kan akimini azaltan cerrahi girisimler
veya sistemik hipotansiyon, hipovolemik sok, kar-
diyak arrest gibi klinik durumlarda I/R ortaya ¢i-
kabilmektedir. Bu hasarin ciddiyeti, iskeminin
stiresi ve siddetine bagli olarak degisebilmekte-
dir. Sonugta ortaya ¢ikan akut bébrek yetmezligi
(ABY), belirgin doku hasar1 olmaksizin gelisen
hafif prerenal azotemiden tiibiiler veya kortikal
nekroza bagl ciddi yetmezlige kadar degisen
genis bir yelpaze ile karsimiza ¢ikabilmektedir.’
Literatiirdeki ¢aligmalarin hemen hepsi, I/R ha-
sarinin sadece bir etkene bagli olmayip, birbirini
aktive eden ve birbiriyle etkilesen, bircok etkenin
rol aldig1 bir dizi olayin sonucu olarak ortaya ¢ikan
nonimmiinolojik bir olay oldugu sonucuna var-
maktadir.5’

Konu ile ilgili literatiir gézden gecirildiginde
genellikle iskemi stiresi {izerinde yogunlagilmis,
ancak farkl vaskiiler klempaj modellerinin etkileri
degerlendirilmemistir. Ayrica renal vaskiiler klem-
paj sonrasi ideal sicak iskemi siiresi hakkinda da bir
goriis birligi olmamakla birlikte, 30 dk’nin altin-
daki iskemi siirelerinde bobrekteki etkilenmenin
minimal oldugu kabul edilmektedir.®® Ug saatten
uzun siireli sicak iskemi maruziyeti bobrekte kalici
hasar yapabilmekte iken, bir saatten kisa bir siire
gecici fonksiyon kaybi icin yeterlidir.'” Yapilan ¢a-
lismalarda, daha kisa veya uzun siireli yapilanlar
olsa da ¢ogunlukla iskemi siiresi 60 dk ile sinirh tu-
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tulmustur. Jablonski ve ark. 30 dk’lik sicak renal is-
kemi sonras: proksimal tiibiiliiste nekroz ve fonk-
siyonel degisiklikler saptarken, Selcuk ve ark. da
benzer sekilde 30 dk sicak renal iskemi sonras: tii-
biliislerde saptadiklar: iskemik nekrozun 60 dk’lik
reperfiizyonu takiben daha da yayginlastigini gos-
termiglerdir.>!! Williams ve ark. ise bilateral renal
arter ve veni klempleyerek 45 dk. iskemi uygula-
diklar1 modelde reperfiizyonu takiben renal hasa-
rin en erken doérdiincti saatte baglayip 24. saatte pik
yaptigini bildirmiglerdir ki bizim ¢alismamizda da
60 dk’Iik iskemi sonras1 dordiincii saat kan ve idrar
numuneleri biyokimyasal degerlendirme i¢in, bob-
rek spesimeni de patolojik degerlendirme i¢in alin-
mugtir.'? Diger yandan, reperfiizyon siireleri 15 dk
ile giinler arasinda degisen genis bir yayilim gos-
termektedir.>>!* Serum tire-kreatinin diizeyleri I/R
hasarinin olusumunu gosteren en basit ve 6nemli
parametrelerdendir.!* Deneklerin iire ve kreatinin
diizeylerindeki yiikselme I/R hasarini olusturmada
basarili oldugumuzu gostermistir. Ayrica histopa-
tolojik degerlendirmede kullanilan skorlama lite-
ratiirde bir¢ok caligmada

kullanilmistir ve

deneklerde iskemi hasari i¢in segilen siirenin ye-

terli oldugunu gostermektedir.’>?

Caligmamizda devamli ve aralikli iskemi grup-
larinda laboratuvar ve patolojik olarak anlaml bir
fark bulunmamasina ragmen kontrol grubuna gore
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
saptanmistir. Buna karsin daha dnce yaptigimiz bir
calismada; renal pedikiil ve arterin ayri ayr de-
vaml ve aralikli klemplenmesiyle dért grup olarak
ratlarda renal I/R olusturulmus, ge¢ dénem bobrek
fonksiyonlar: karsilastirilmis ve sintigrafik deger-
lendirme de yapilmistir.’® Her ne kadar ¢aligma-
mizda laboratuvar ve patolojik bulgular arasinda
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fark saptanmasa da diger caligmamizda dort grubu
devaml ve aralikli iskemi grubu olarak ikiye ayir-
di1gimizda, aralikli iskemi grubunda sintigrafik de-
gerlendirmede renogram parametrelerinin daha
kotii oldugunu gosteren istatistiksel agidan fark bu-
lunmugstur. Bu ¢alismamizda iskemi gruplar: ara-
sinda biyokimyasal ve patolojik fark bulamayip,
sintigrafik degerlendirme yaptigimiz onceki ¢a-
lismada gruplar arasinda fark olmasi, muhtemelen
iskemi sonrasi sintigrafik degerlendirmenin ge¢ d6-
nemde (10. giin) yapilmasindan kaynaklaniyor ola-
bilir. Her ne kadar daha 6nce bahsedilen Williams
ve ark.nin yaptig1 caligmada renal hasarin 45 dk’lik
iskemiyi takiben en erken dordiincii saatte basla-
dig:1 bildirilse de bu siire, laboratuvar ve patolojik
incelemelerle farkli iskemi modellerinde bobrek
fonksiyon farkliliklarimi kargilagtirmak i¢in uygun
olmayabilir."

Calismamizda aralikli iskemi grubundaki re-
perfiizyon periyotlarinda devaml iskemi grubuna
gore anlamli bir fark bulunmamigtir. Literatiirde
calismamizla benzer olmamakla birlikte, I/R hasar1
modelinde kisa aralikli reperfiizyonun etkisini in-
celeyen ¢aligmalar mevcuttur. Ozkisacik ve ark. bir
saat iskemi sonrasinda 6 saat reperfiizyon grubunda
doku nitrik oksit ve glutatyon rediiktaz seviyele-
rini, bir saat iskemi sonrasi 5 saniye reperfiizyon,
15 saniye iskemi olacak sekilde toplam alt1 kez (2
dk. siireyle) kontrolli reperfiizyon grubuna gore
istatistiksel anlaml olarak daha az bulmusg, ancak
histopatolojik bulgularda fark saptamamuglardir.'
Bu caligmayla benzer olarak Liu ve ark., bobrek I/R
modelinde 10 saniye reperfiizyonu takiben 10 sa-
niye iskemik periyotlar olusturarak, toplam alt1 kez
olacak sekilde kontrollii reperfiizyonlar sonrasinda
tam bir reperfiizyon periyodu olusturmuslardir.
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Aragtirmacilar, bu kontrollii reperfiizyonlar sonu-
cunda doku nitrik oksit seviyesinin yiikseldigini,
endotelin-1 diizeyinin ise diistiigiinii ve apoptozun
da azaldigimi gostermiglerdir. Kontrollii reperfiiz-
yon grubunda bébrek fonksiyonlarini daha iyi bul-
malar1 nedeni ile artmis olan nitrik oksit diizeyinin
bobregi I/R hasarindan korudugunu savunmusglar-
dir.®

[ SONUG

Bu deneysel calismada, ratlarda farkli renal vas-
kiiler klempaj modelleri ile olusturulan iskemi
hasarinin biyokimyasal ve patolojik olarak deger-
lendirilmesi amaglanmigtir. Her ne kadar ¢aligma-
mizda I/R hasar dikkate alindiginda aralikli iskemi
grubunda renal hasarin daha fazla olacag: 6ngo-
riilse de her iki grup arasinda biyokimyasal para-
metrelerde ve bobrek dokusunun patolojik
incelemelerinde istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptanmamuistir. Sonu¢ olarak; renal iskemiye
neden olacak cerrahi girisimlerde I/R hasarini en
aza indirgemek i¢in uygun vaskiiler klempaj tekni-
gini belirlemede daha net sonuglara varmak i¢in
ayrintil ileri calismalara gereksinim vardir.
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