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Kok Hiicre Uygulamalari ve
Deneysel Calismalar

Stem Cell Therapies and
Experimental Studies

Akut Alt Ekstremite Iskemi Reperfiizyon
Sonrasinda Gelisen Bobrek Hasarina
Iloprost ve Levosimendanin Etkilerinin
Aragtirilmasi

Effect of [loprost and Levosimendan on
Renal Injury Induced by Acute Lower Extremity
Ischemia-Reperfusion

OZET Amag: Bu calismada sigan infrarenal abdominal aortasinda okliizyon-reperfiizyon sonrasi, bob-
reklerde olusan iskemi-reperfiizyon hasarina iloprost ve levosimendanin etkileri aragtirilmistir. Gereg
ve Yontemler: Otuz iki adet Sprague-Dawley cinsi disi sican randomize olarak, esit sayida (n=8) dort
gruba ayrildi. Grup K kontrol grubu idi. Grup IR’de 60 dakika iskemi olusturuldu, daha sonra 120 da-
kika reperfiize edildi. Grup IR+IL ve grup IR+LV’de reperfiizyondan 15 dakika 6nce sirasi ile 20
ng/kg/dk iloprost, 0,2 pg/kg/dk levosimendan infiizyonu verildi. Ratlardan alinan bobrek doku 6r-
nekleri formaldehit fiksasyonu sonras: 191k mikroskobunda histolojik olarak degerlendirildi. Bulgular:
Histopatolojik incelemede, K grubu ile IR grubunda anlamli patolojik degisiklik tespit edilmedi. IR+IL
ve IR+LV gruplarinda bulanik sigme, tiibiiler nekroz, iltihabi hiicre infiltrasyonu, 6dem ve konjes-
yon, istatistiksel olarak anlamli bulunmad:. Sonug: Histolojik analizler iloprost ve levosimendanin re-
perfiizyon hasar1 olusan rat bobrekleri iizerinde koruyucu etkileri oldugunu gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi-reperfiizyon hasari; iloprost; levosimendan

ABSTRACT Objective: In this study, we investigated the effects of iloprost and levosimendan in is-
chemia-reperfusion injury after infrarenal abdominal aorta occlusion in rats. Material and Methods:
Thirty two adult female Sprague-Dawley rats were randomly divided in to 4 groups. Group K was
the control group. In Group IR, ischemia was produced for 60 minutes and then they were reper-
fused for 120 minutes. In Group IR+IL, 20 ng/kg/min iloprost, and in Group IR+LV 0.2 ug/kg/min lev-
osimendan were given 15 minutes before reperfusion. Renal samples were put into formaldehyde
solution and were histologically examined under the light microscope. Results: Histopathological
investigations showed no pathologic damage in the control and ischemia groups. In IR+IL group and
in Group IR+LV group tubular necrosis, hydropic degeneration, neutrophilic infiltration, edema and
congestion were statistically non-significant. Conclusion: The histological analyses have revealed
that iloprost and levosimendan have no protective effect against reperfusion injury in rat kidney.

Key Words: Ischemia-reperfusion injury; iloprost; levosimendan
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kut ekstremite iskemisi ciddi morbidite ve mortaliteye neden olan

klinik bir problemdir. Akut iskemik duruma yol agan neden orta-

dan kaldirilip reperfiizyon saglandiginda da morbidite ve mortalite
riski devam etmektedir.!

Alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasarinda lokal ve sistemik etkiler
gozlenir. Lokal etkiler iskelet kasi ve damar endotelinde gozlenirken, siste-
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mik etkiler baglica akciger, kalp, beyin ve bobrek-
ler olmak {iizere tiim dokularda gozlenebilir.?

Iskemi reperfiizyon hasarinin temelinde re-
perfiizyon esnasinda dokunun oksijenizasyonu so-
nucu ortaya c¢ikan serbest oksijen radikalleri
bulunmaktadir. Reaktif oksiradikaller bir¢ok kay-
naktan salinabilirler, bunlar arasinda en 6nemli
olan1 reperfiizyon esnasinda dokuya gelen aktive
olmus notrofillerdir. Lokosit aktivasyonu ile ka-
rakterize enflamatuar yanit ug¢ organ hasarinda en
onemli rolii oynar.?

Renal hasar 6ncelikle tubuluslarda olusur. Ne-
deni iskemiye bagl gelisen tiibiiler nekrozdur. Ge-
nellikle geriye dontstimliidir, reperfiizyonla
birlikte 1-2 hafta icinde tiibiil fonksiyonlar1 nor-
male déonmektedir.*

Tloprost, 16kosit aktivasyonunu ve adezyonunu
inhibe eder. Lokositlerden lokotrien, serbest oksi-
jen radikalleri, proteolitik enzim salinimi azalir. Bu
sekilde endotel koruyucu etki gostermis olur.’ Is-
kemi reperfiizyon hasarina bagli gelisen bobrek
uzak organ hasarinda da iloprostun hasar1 azalt-
mada etkin oldugu gosterilmistir.5®

Levosimendan, myokardin kalsiyuma olan du-
yarliligini artiran ve vazodilatator etkiye sahip bir
inotorpik ajandir.’ Levosimendanin vazodilatator
etkinligi, yapilan ¢aligmalarda iki yonlii olarak or-
taya konmustur. Birincisi, ATP bagiml potasyum
kanallarini uyararak etkili olmaktadir.”® Tkinci
yolda ise levosimendanin vaskiiler diiz kasta de-
sensitizasyon yaptig1 diistiniilmektedir. Potasyum
kanallarinin a¢ilmas: hem kalsiyum miktarini, hem
de kontraktil proteinlerin kalsiyum duyarliligini
azaltarak kalsiyum duyarsizlagmas1 yaratmakta-
dir.!! Myozit kiiltiirleri iizerinde yapilan bir ¢alig-
oksidatif bagh
levosimendan ile engellenmistir.'* Ayrica oksijen

mada, strese apopitozis,
tiiketimi tizerine olumlu etkilerinin olmas: ve is-
kemi reperfiizyon sonras: enerji dengesi tizerinde
notral etkisinin olmasi, bilesigin anti-iskemik etki-

sine katkida bulunmaktadir.’

Bizim ¢aligmamizda iloprost (Pgl, analogu) ve
levosimendanin (kalsiyum duyarlastirici) alt eks-
tremite iskemi reperfiizyon hasar1 sonras: bobrek
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dokusuna etkilerinin histopatolojik olarak incelen-
mesi amaclandz.

I GEREC VE YONTEMLER

Deney hayvanlari, Tibbi ve Cerrahi Deneysel Aras-
tirma Merkezi'nden (TICAM) temin edildi. Orta-
250-300 g olan 32 adet
Sprague-Dawley cinsi disi sican randomize olarak

lama agirliklan
esit say1ida (n=8) 4 gruba ayrildi. Sicanlar deney sii-
resince 12’ser saatlik aydinlik-karanlik isiklandar-
mast olan, 1s1s1 20-22°C ve nemi %45-50 otomatik
olarak ayarlanan odalarda yasatildi. Bu siirecte tiim
sicanlar seffaf kafeslerde tutuldu, standart sican
yemi ile beslendi ve ¢esme suyu verildi.

DENEKLERIN HAZIRLANMASI VE OPERASYON TEKNiGi

Deneyde kullanilacak tiim sicanlar yapilacak is-
lemler 6ncesinde tartilarak viicut agirliklar: kayde-
dildi. Tim sicanlara 8 saat acglik sonrasinda
intramuskuler olarak 50 mg/kg ketamin hidroklo-
rir (Ketalar® 50 mg/mL flakon, Pfizer) anestezisi
verildi. Gerekli oldugunda deney siiresince bir kez
olmak {iizere ek doz yapilmas: planlandi. Siganlar
1sitict lamba altinda supin pozisyonda masaya yati-
rildi. Denekler sar1 renkli intraket ile kuyruk ve-
ninden kantile edildi. Ciltleri aseptik olarak
hazirlanan siganlara ksifoidin hemen altindan, pu-
bisin 0,5 cm iistiine kadar orta hat median laporo-
tomi yapildi. Laporotomi sonras: barsaklar nemli
gazli bez yardimu ile saga deviye edildi. Infrarenal
abdominal aorta ve sol bobrek kiint diseksiyonla
eksplore edildi. Tiim sicanlara antikoagiilan amach
diisitk doz (100 ti/kg) heparin (Nevparin® 25 000 TU
5 mL flakon, Mustafa Nevzat) yapildi. Deney siire-
since s1v1 resiisitasyonu amaciyla kuyruk veninden
10 mL/kg %0,9'luk NaCl verildi. Infiizyon Braun®
Perfiizatér yardimi ile gerceklestirildi. Infrarenal
abdominal aortaya atravmatik mikrovaskiiler
klemp (Nova® 12 mm Angle) kondu. Klemp sonra-
sinda peritoneal bosluga yaklagik 5 mL serum fiz-
yolojik sikildi. Batin 3 adet ipek dikis ile
yaklastirildi. Bir saatlik iskemiyi takiben, 2 saatlik
reperfiizyon periyodu uygulandi. Aortik iskemi
klempleme islemi sonrasinda aortada pulsasyon
kayba, reperfiizyonda ise klempin kaldirilmasindan
sonra aortada pulsasyon varligi ile takip edildi. De-
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neyin sonunda tiim gruplarda siganlarin sol bob-
rekleri alind1. [slem sonrasi siganlar sakrifiye edildi.
Bobrek dokular1 %10’luk formaldehit soliisyonu
icinde saklandi.

DENEY GRUPLARI

Kontrol grubunda (Grup K) genel cerrahi hazirlik
ve anestezi indiiksiyonu sonrasinda median laparo-
tomi yapilarak infrarenal aort eksplore edildi. Aort
okliide edilmedi. Batin icine serum fizyolojik en-
jekte edilerek batin 3 adet ipek ile yaklastirilda.
Diger gruplara uygulanan 1 saat iskemi, 2 saat re-
perfiizyon siiresi tamamlandi. Iskemi reperfiizyon
grubunda (Grup IR) aort kiint diseksiyonla d6-
niildi ve atravmatik mikrovaskiiler klemp yerles-
tirildi. Bir saatlik iskemi ardindan mikrovaskiiler
klemp kaldirildi, 2 saat reperfiizyon uygulandi.

Tloprost grubunda (Grup IR+IL) 1 saatlik iskemi

RESIM 1: iskemi reperfiizyon grubunda yogun bulanik sisme ve orta tiibler
nekroz (H&E, x40).

RESIM 3: Levosimendan grubunda glomeriilde minimal konjesyon ve tiibil
epitelinde minimal 6dem (H&E, x20).

36

periyodu sonrasinda reperfiizyon periyodunda
20ng/kg/dk dozunda iloprost (Ilomedin® 20
mcg/mL, Schering) infiizyonuna bagland: ve 2 saat
boyunca devam edildi. Levosimendan grubunda
(Grup IR+LV) 1 saatlik iskemi periyodu sonrasinda
reperfiizyon periyodunun baglamasiyla birlikte ilk
15 dakika 25 pg/kg dozunda levosimendan (Sim-
dax® 2,5mg/mL, Abbott) yiikleme dozu infiizyon
olarak verildi. Ardindan 0,2 pg/kg/dk idame olarak
infiizyon verildi. Infiizyonlar kuyruk veninden,
Braun® Perfiizator yardimiyla gerceklestirildi. Re-
perfiizyon siiresi doldugunda siganlarin sol bob-
rekleri alinarak sakrifiye edildi.

BOBREK DOKULARININ HiSTOPATOLOJIK INCELENMESI

Histopatolojik inceleme i¢in bobrek dokular: ayri

ayr1 %10’luk tamponlu nétral formaldehit ¢ozelti-
sinde fikse edildi. Orneklerden parafin bloklar ha-

x40).

Damar Cer Derg 2014;23(1)
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RESIM 5: Levosimendan grubunda minimal PMNL ve lenfosit infiltrasyonu
(H&E, x40).

zirlandi. Bu parafin bloklardan mikrotom yardimi
ile kesitler alinarak, hematoksilen eozin (H&E) ile
boyandi. Histopatolojik inceleme 151k mikroskobu
ile yapild: (Resim 1-5).

HISTOPATOLOJiIK SKORLAMA

Skorlama yapilirken preparatlarda; bulanik sisme,
akut tubuler nekroz, iltihabi hiicre ifiltrasyonu,
6dem, konjesyon degerlendirildi.

Akut tiibiiler nekroz (ATN) i¢in;

0: Degisiklik yok

1: Minimal ATN, %5’den daha az

2: Hafif ATN, %5-%25

3: Orta ATN, %25-%75

4: Siddetli ATN, %75’den fazla

Bulanik sisme, iltihabi hiicre infiltrasyonu,
O6dem, konjesyon i¢in:

0: Degisiklik yok

+1: Fokal, minimal

+2: Multifokal, orta

+3: Multifokal, yogun

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismada siirekli degiskenler i¢in normallik
testi yapilmigtir. Degiskenler normal dagilim gos-
termedigi i¢in gruplar arasi karsilastirma i¢in Krus-
kal Wallis testi uygulanmistir. Tanimlayacr istatistik
olarak medyan (minimum-maksimum) olarak gos-
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terilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak alinmistir. Istatiksel analiz icin IBM SPSS
Statististics 20 (IBM Corporation, Chicago, USA)
kullanilmagtir.

I BULGULAR

Kruskall Wallis Testi ile dort grup kargilagtirmasi
yapildi (Tablo 1). Bulanik sisme degiskenine ait 61-
cimler 4 bagimsiz grup arasinda farklilik goster-
memistir (p=0.895). Tiibiiler nekroz degiskenine ait
olctimler 4 bagimsiz grup arasinda farklilik goster-
memistir (p=0,895). Iltihabi hiicre infiltrasyonu de-
giskenine ait 6l¢timler 4 bagimsiz grup arasinda
farklilik géstermemistir (p=1,000). Odem degiske-
nine ait 6l¢iimler 4 bagimsiz grup arasinda farklilik
gostermemistir (p=1,000). Konjesyon degiskenine
ait 6l¢timler 4 bagimsiz grup arasinda farklilik gos-
termemistir (p=0,849).

TABLO 1: Dért grubun Kruskall Wallis testi ile
karsilastirmasi.

Medyan
(Min.-Maks.) p
0,895

Degiskenler Gruplar

—_

Bulanik sisme K
iR
illoprost
Levosimendan
Tubuler nekroz K
iR
illoprost

0,895

Levosimendan
iltihabi hiicre infiltrasyonu K

iR

illoprost

1,000

Levosimendan
Odem K

iR

illoprost

Levosimendan

1,000

Konjesyon K
iR
illoprost

0,849

N W W O O 00 W®WO WMNN WO N W =
N — =~ — e
B C 2 2 T D © 2 2 2 s
o o o o P o o XD o & b o o D o o b o o o
S > 2 2 o B 2 2 0 o EEEEE—

Levosimendan

K: Kontrol; iR: iskemi reperfiizyon.
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I TARTISMA

Alt ekstremitelerde akut iskemi reperfiizyon hasari
ozellikle aort cerrahisinde abdominal aortaya ge-
cici stire kros klemp uygulamasinda ve tek veya cift
tarafli akut femoral arter tikanikliklarinda ortaya
cikmaktadir. Ozellikle infrarenal aortaya kros
klemp vyerlestirilmesiyle olusan alt ekstremite
iskemi reperfiizyon donemi sonrasinda olusan uzak
organ hasarinda, bobrekler hedef organ konumun-
dadir ve bu durum klinik olarak énemlidir.

Iskemi reperfiizyon sonrasi bobrek hasarinin
patofizyolojisi oldukca karmasiktir ve ¢ok sayida
mediyatér ige karigir. Iskemi reperfiizyon sirasinda;
mitokondrial oksidatif fosforilasyonun degismesi,
ATP’nin azalmasi, hiicre i¢i kalsiyum artisi ve
hiicre iskeleti ve membran fosfolipidlerinin bozul-
masina o6nciiliitk eden proteaz ve fosfotazlarin ak-
tive olmasi sonucu agir1 miktarda serbest oksijen
radikalleri olugarak oksidatif strese neden olur.™

Bobreklerde deneysel iskemi reperfiizyon ha-
sarinin etkilerinin ortaya ¢ikmasi icin belli bir is-
kemi siiresine gerek vardir. Paller ve ark. sican
bobreginde 60 dakikalik iskemi siiresinden sonra
reperfiizyon hasarinin ortaya ¢iktigini gostermis-
lerdir.® Aym caligmada, doku O6rneklerinin en
erken 4 saatte ortaya ciktig1, tepe noktasinada 24
saatte ulastig1 saptanmistir. Bizim ¢aligmamizda da
60 dakikalik iskemi siiresini 120 dakikalik reper-
fiizyon siiresi izlemisgtir.

Iskemiye ugramis bobrekte tedavinin tek yolu
kan akimini artirmak, yani reperfiizyondur. Ancak
bu durumda da kaginilmaz olarak reperfiizyon ha-
sar1 olusmaktadir. Boyle bir durumda reperfiizyon
hasarinin 6nlenmesi veya azaltilmasinda gare ara-
mak zorunlulugu vardir. En uygun ve en etkin te-
davi halen tartisma konusudur. Reperfiizyon
komponentini azaltmak icin cesitli terapotik ve far-
makolojik stratejiler tizerinde ¢aligmalar stirmekte-

dir.

Hipoksiye bagli bobrek hasarinin patogene-
zinde serbest oksijen radikal ve antioksidan enzim-
lerin roliiniin belirlenmesi, antioksidan tedavi
denemelerini giindeme getirmistir.'®!” Oksidatif
streste serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar

38

arasindaki denge serbest radikaller lehine bozu-
lur.'® Serbest oksijen radikallerinin etkisini onle-
mede tiklopidin, mannitol, allopiirinol, askorbik
asit, siiperoksit dismutaz gibi bazi maddeler de-
nenmis, ve deneysel olarak iskemi reperfiizyon ha-
sarin1 onlemede etkili olduklar1 gosterilmigtir."”

Endojen Pgl, ve nitrik oksit bobrek damar di-
rencini azaltan ve glomeriiler filtrasyonu artiran
otakoidlerdir.”® Nitrik oksitin bobreklerde iskemi
reperfiizyona bagli hasarda potansiyel koruyucu
ajan oldugu kabul edilmektedir. Bu koruyucu etki
muhtemelen anjiotensin, katekolaminler ve endo-
telin’in vazokonstriiktor etkilerine karsi kendisi va-
zodilatasyon yaparak sagladig: seklinde agiklanabil-
mektedir.” Cesitli caligmalarda iskemi reperfiizyon
hasarina bagh gelisen bobrek uzak organ hasarinda,
iloprostun hasar1 azaltmada etkin oldugu gosteril-
migtir.*® Biz calismamizda iloprostun, nitrik oksitte
oldugu gibi vazodilatasyon yapici etkisinin ya-
ninda, antiagregan, antioksidan, sitoprotektif etki-
bobreklerdeki
reperfiizyona bagh hasarin énlenmesinde faydal

leri distiniilerek iskemi

olabilecegini diisiindiik.

Levosimendan hiicre i¢i kalsiyum miktarini
artirmadan etki gostermektedir. Iskemi sonrasi
nekrozun en temel isareti olan kalsiyum artigini en-
gellemektedir. K* ATP kanallarini agarak sistemik
vaskiiler yatakta vazodilatasyon olusturmas: mik-
rosirkiilasyonu korumakta ve anti-iskemi olustur-
maktadir. Iskemi reperfiizyon sonrasi enerji
dengesi tizerine notr etkisi bulunmaktadir. Aktif
metaboliti olan OR-1896’ninda ayni etkilere sahip
olmast, ilacin etkinligini ve etki siiresini artirmak-
tadir. Kendisinin ve aktif metabolitinin renal yet-
mezlikten etkilenmemesi pozitif bir 6zelligidir.
Tiim bu etkiler sonucunda levosimendanin iskemi
reperfiizyon sonrasi bobrek ug organ hasarinda et-
kili oldugunu soyleyebiliriz.

Kertsen ve ark.nin yaptig1 calismada, kopek-
lerde sol inen arterin deneysel olarak tikanmasina
bagl olusan infarkt alaninin levosimendan veril-
mesi ile sinirlandif gozlemlenmigtir.?! Yapilan bir
calismada levosimendanin portal kan akimini iyi-
lestirdigi tespit edilmistir.”> Levosimendanin K*
ATP kanal agicr etkisi, ilacin iskemiye kars1 koru-
yucu etkilerinin olmasini saglar ve kardiyoprotek-

Damar Cer Derg 2014;23(1)
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tif etkiyi ortaya ¢ikarir.® Katircioglu ve ark.nin
yaptig1 caligmada, levosimendanin iskemi reper-
fiizyona bagli spinal kord hasarina kars: etkili ol-
dugu ortaya konmustur.*

Iskemiye ugramis bobrekte tedavinin tek yolu
kan akimini artirmak, yani reperfiizyondur. Ancak
bu durumda da kaginilmaz olarak reperfiizyon ha-
sar1 olusmaktadir. Boyle bir durumda reperfiizyon
hasarinin 6nlenmesi veya azaltilmasinda care ara-
mak zorunlulugu vardir. En uygun ve en etkin te-
davi halen tartigma konusudur.

Calismamizda histolojik analizler, iloprost ve
levosimendanin reperfiizyon hasar1 olugan rat bob-
rekleri iizerinde koruyucu etkileri oldugunu goste-
rememistir. Reperfiizyon komponentini azaltmak
icin cegsitli terapotik ve farmakolojik stratejiler tize-
rinde ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini diisiiniiyo-
ruz.

Cikar Catigmasi

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi veya finansal

destek bildirmemistir.
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