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RENAL PRESERVATION BY GRADUALLY FLUSHOUT:
PERFUSION PARAMETERS AND FINDINGS ON ELECTRON
MICROSCOPY
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Ozet

Calismamizin amaciny tavsan modelinde ultrastriiktiire]l inceleme ve yitkama parametrele-
rini kullanarak asamali yikamanin renal allograftin mikrosirkiilasyonu iizerine etkilerini aras-
tirmak olusturmaktadir, Tavsan modeli kullanarak yapilan asamali yikamanin ilk boliimiinde
hafif hipotermi uygulanmistir. Nefrektomiyi takiben klasik (1. grup) ve asamali yikama (2.
grup) yapilan bobreklerde ortalama yikama akimi (median perfusate flow-MPF), ortalama
bobrek ici direng (median intrarenal resistance-MIRR), son dénem babrek ici direng (terminal
intrarenal resistance-TIRR) parametleri lciildii, 96 saatlik basit soguk koruma sirasinda belir-
li saatlerde korteks ve medulladan pargalar alinarak elektron-mikroskopik (EM) incelemeler
yapildi.

2. grupta MPPF parametri yiiksek, MIRR ve TIRR parametreleri 1. gruba oranla diisiik
bulunmustur ki, bu da asamali perfiizyonun daha iyi mikrosirkiilasyon i¢in zemin hazirladigi-
nt gostermektedir. |. grupta arteriollerde ve kapilerlerde eritrosit (red blood cell-eritrosit) ag-
regasyonu, =224 saat yikama sonrasi agliitinasyon ve endoteliuma adhezyon goriildii. 2. grupta
arteriollerde eritrosit agregasyonu yoktu, kapilerlerde de ¢ok az sayida eritrositlere rastlandi.

Deneylerde elde ettigimiz bulgular asamali hipotermik yikamanin renal allograftta hipo-
terminin olusturdugu vaskiiler spazmin neden oldugu hasarlarin énlenmesinde etkili olabilece-
gini diistindiirmektedir.

Summary

The purposc of this study was to investigate the cffect of gradual perfusion on the micro-
sirculation of the renal allograft using perfusion parameters and ultrastructural obscrvation.
THe first stage of the gradual perfusion using rabbit model was initiated with mild hypother-
mia. Median perfusate flow (MPF), median intrarenal resistanca (MIRR) and terminal intrare-
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nal resistance (TIRR) parameters were measured in the lst and 2nd group in which classic
perfusion and gradual perfusion was performed, respectively following nephrectomy. Samples
were obtained from the cortex and medulla for electron microscopic examination during 96 hr
of SCS.

The MPF parameter was higher and the MIRR and TIRR parameters were lower in the
2nd group (gradual perfusion group) when compared with the 1st group. This implies that gra-
dual perfusion prepares a better situation for microsirculation.

Aggregation of the erythrocytes in the capillaries and arterioles, following>24 hr of pre-
servation erythrocyte agglutination and adhesion to the endothelium were observed in the Ist
group. There was no erythrocyte aggregation in the arterioles, and a few erythrocytes in the
capillaries in the 2nd group.

In conclusion our results imply that gradual hypothermic perfusion may prevent the dama-

ges on the renal allografts due to hypothermia induced vascular spasm.

Anahtar Kelimeler: Renal koruma, yikama
parametreleri, eritrosit agregasyonu, agsamali
yikama.

Key words: Renal preservation, perfusion
parameters, erythrocyte aggregation, gradual
perfusion.

Girig

Kadaverik renal transplantasyonda orga-
nin kan sekilli elemanlardan arindirilmas: icgin
yikanmas: (perfiizyon), soguk ortamda korun-
mast (prezervasyon) ve dolagimin yeniden
saglanmas: (reperfiizyonu) sirasinda ortaya ¢i-
kan iskemik hasarlar erken postoperatif do-
nemde non-fonksiyone bobrek ve akut tiibiiler
nekroz (ATN) gibi komplikasyonlara neden
olmaktadir(1l). Non fonksiyone bobrek allog-
raft kaybina yol agmakta, ATN ise organin 1
yillik ve 5 yillik siirvi siiresini etkilemektedir
).

Allograftin reperfiizyon sirasinda fonksi-
yonel durumu, renal dokuda mikrosirkiilasyo-
nun korunmasi ile siki sekilde baglantilidir(3).
Doku mikrosirkiilasyonunu etkileyen en
onemli faktorler arasinda c¢esitli nedenlere
bagli vazokonstriksiyon ve eritrosit agregas-
yonu yer almaktadir(4). Arteriol ve kapilerler-
de olusan vazospazm ve eritrosit agregasyonu
bobrek i¢i direnci artirarak reperfiizyon done-
minde yeterli kan akiminin engellenmesine
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neden olur ve bu da iskemik hasarlarin ilerle-
mesine yol agar(5).

Yikama swrasinda hipoterminin yaptigi va-
zokonstriksiyonu onlemek amaciyla asamali
hipotermi uygulanmast ile ilgili deneysel galig-
malarimizi sunmustuk(6). Bu calisma-mizin
amacini yontemin allograftin perfiizyon para-
metreleri ve ultrastriiktiirii iizerine etkisini
arastirmak olusturmaktadir.

Materyal ve Metod

Deneylerde agirlig 2.25-2.5 kg olan Yeni
Zelanda tavsanlar1 kullanildi. 1. grubu (n=12)
olusturan deneklere IV pentobarbital 20 mg/
kg+ketamin 25 mg/kg bolus+1 mg/kg/dak in-
fiizyon anestezisi altinda laparatomi, bobrek
damarlan disseksiyonu ve bilateral nefrektomi
yapildi. Bobrekler igerisinde eriyen buzlar bu-
lunan serum fizyolojik soliisyonuna alind1 ve
4°C Euro-Collins (EC) soliisyonu ile 20 dak
100 cm H20 basingta yikama uyguland:.
Ameliyat sirasinda IV 50 ml/kg serum fizyolo-
jik infiizyonu yapild: ve nefrektomiden 3 dak
once 250 U/kg heparin verildi. Yikama ncesi
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bobregin agirhigi, yikama soliisyon miktar 61-
ciildii ve yikama basinci ve siiresi sabit tutula-
rak yikama sivisi ortalama akim hizi (Median
Perfusate Flow-MPF, ml/dak/100 g doku) ve
ortalama bobrek i¢i diren¢ (Median Intrarenal
Resistance-MIRR) hesaplandi.

Yikama Sivi Miktan (cc) 100
MPF= X
Yikama Siiresi (duk.) Bobrek Agirhig (g)
100 cm H20
MIRR=
MPF

Perfiizyon sonunda Protocol Propaq 106
manometresi ile renal arterde basing olciildii
ve yikama son donem bébrek ici direnci (Ter-
minal Intrarenal Resistance-TIRR) olarak de-
gerlendirildi. TIRR parametresi diger paramet-
relerle kiyaslanilmasi amaciyla cm H20 ile
ifade edildi. Bobrekler 4°C 1sida korumaya
alindi.

2. grupta (n=12) operasyon l. grupta oldu-
gu gibi yapildi, nefrektomi sonras: bobrekler
oda 1sisinda serum fizyolojik soliisyonuna ko-
narak 10 dak 22°C, daha onra ise eriyen buzlar
icerisine alinarak 10 dak 4°C EC soliisyonu ile
yikand:.

48 ve 96 saat basit soguk koruma sonrasi
tekrar 20 dakikalik yikama uygulanarak MPF
ve MIRR degerleri hesapland: ve TIRR &l¢iil-
dii. Yikamay: takiben 12, 24, 48, 72 ve 96 saat
hipotermik prezervasyon sonrasi korteks ve
medulladan doku 6rnekleri alindi. Belirtilen
saatlerde bobredin defisik bolgelerinden her-
hangi bir travma olusturulmadan alinan 6rnek-
ler elektron mikroskopik olarak incelendi. Re-
perfiizyon yapilan gruplarda (her biri igin n=6)
hipotermi stiresince EM inceleme ic¢in érnekle-
me yaptlmadi.

Yikama parametreleri ¢ift yonlii Student (
testi ile degerlendirildi ve P<0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Yikamay: takiben MPF degerleri 2. grupta
1. gruba gore daha yiiksek, MIRR ve TIRR de-

gerleri diisiik olarak bulundu ve istatistiksel
olarak anlamliydi (P<0.01). 48 saat koruma
sonrasi 1. grupta MPF sonuclarinda belirgin
azalma kaydedilirken MIRR ve TIRR para-
metrelerinde artig saptand: (P<0,01). 96 saat
basit soguk koruma sonrasinda yine 1. grupta
MPF degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
diigiis, MIRR ve TIRR parametrelerinde artig
saptandi (P<0.01) (Grafik: I, 2, 3).

Asamali yikama yapilan 2. grupta ise inis-
yal ve 48 saatlik koruma siiresince ytkama pa-
rametrelerindeki degisiklik istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0.05).96 saat korunma son-
ras1t MPF'de diisiis, MIRR ve TIRR parametre-
lerinde artig gozlendi (P<0.01) (Grafik: 1, 2,
3).

mlasiyanl
048 saal
096 saat

miidak/100 g doku

gruplar

Grafik 1: Gruplarda median perfusate flow deger-
leri

cm H2Z0imlidak'100 g doku

gruplar

Grafik 2: Gruplarda median intrarenal resistance
degerleri
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Grafik 3: Gruplarda median intrarenal resistance
degerleri

TIRR elektron mikroskopik incelemede
elde edilen bulgularla biiyiik oranda uyumlu-
luk gosterdi. EM incelemelerde allografta is-
kemik reperfiizyon hasarlara neden olan pato-
morfolojik degisikliklerin olustugu siirelerde
TIRR degerini yaklagik 40 cm H20O ve iizerin-
de olarak saptadik.

Yikamay: takiben ve 12 saat koruma son-
ras1 yapilan EM incelemelerde 1. grupta arte-
riollerde, glomeriiler ve peritiibiiler kapilerler-
de sik olarak eritrosit agregasyonuna rastlandu.
Ancak endoteliumda patomorfolojik degigik-
likler goriilmedi, eritrositlerin agliitinasyonu
ve endoteliuma adhezyonu olmadigi tesbit
edildi (Resim: 1). Tubuliis hiicrelerinin ult-
rastriiktiirii normaldi, hiicre membrani, mito-
kondrium ve mikrovilluslarda herhangi bir de-
gisiklik saptanmadi.

24 saat basit soguk koruma sonrasinda ise
kapilerlerde eritrosit agregasyonu varhiginin
yan sira proksimal tubuliis hiicrelerinde hafif
derecede hidropik dejenerasyon, mitokondri-
umlarda hafif hipertrofi ve krista harabiyeti
kaydedildi. Endoteliumda dejenerasyon sap-
tanmadi, fakat seyrek olarak eritrositler ile en-
dotelium arasinda adhezif baglantilar olugsma-
ya basladigi goriildii.

Korumanin 48 ve 72. saatlerinde yapilan
incelemelerde glomeriiler ve peritiibiiler kapi-
lerlerde eritrositlerin agliitinasyonu ve endote-
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liuma adhezyonu gériildii (Resim: 2). Ozellik-
le eritrositlerle ttkanmig glomeriiler kapilerle-
rin endoteliumun dis hudutlan gerilmis gorii-
niimde idi. Endoteliumun bazal membraninin
elektron dansitesinde azalma, bitisme bolgele-
rinde endotel netliginde bozulma tesbit edildi.
Mitokondriumlarda asir1 hipertrofi ve krista
kayb1, podositlerde ve proksimal tubuliis epitel
hiicrelerinde vakulolizasyon, lokal olarak nii-
vede invaginasyon (72 saat), mikrovilluslarda
azalma ve sisme bulgular saptand:.

96 saat sonra yapilan EM incelemelerde
glomeriiler ve peritiibiiler kapilerlerde ileri de-
recede eritrosit aggliitinasyonu ve éritrosit ile
endotelium arasinda adhezyon goriildii. Endo-
teliumda daha fazla dejeneratif degisikliklere
rastland: ve ozellikle adhezyon bélgelerinde
endotelium biitiinliigli bozulmustu, glomeriiler
kapilerlerde endotelium sitoplazmasinin pen-
cereli bolgesinde dejenerasyon goze carpti
(Resim 3). Proksimal tubuliis epitelinde mikro-
villuslar silinmis, mitokondriumlarda krista
kaybi ve dejenerasyon, niivede invaginasyon
ve piknoza giden degisiklikler, bir cok bolge-
lerde organellerde dagilma seklinde bulgulara
rastlandi. Tubuliis liimenlerinin yer yer sitop-
lazmik debris ve sismis mikrovilluslarla tikan-
mis durumda oldugu gozlendi.

2. grupta yikamay! takiben, 12 ve 24 saal-
lik koruma sonras: yapilan EM incelemelerde
arteriollerde eritrosit agregasyonuna rastlan-
mazken, kapilerlerin eritrositlerden daha 1yi
arinmig durumda oldugu saptandi. Endotelium
ve tubuliis epitel hiicrelerinin ultrastriiktiirii
normaldi.

48 ve 72 saatlik koruma sonrasi ise tubuliis
epitelinde hafif hidropik dejenerasyon goriildii,
mitokondrium kristalari ve mikrovilluslar I.
gruba kiyasla 2. grupta daha iyi korunmustu.
Kapiler ve areteriol endoteliumunda dejencratif
degisiklikler gézlenmedi (Resim 4).
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96 saat basit soguk koruma sonrasi orta
derecede hidropik dejenerasyonun yani sira
proksimal tubuliis epitelinde mitokondrium
krista harabiyeti, mikrovilluslarda azalma go-
rildii. Endoteliumda dejenerasyonu 1. gruba
kiyasla daha hafif idi.

Tartisma

Reperfiizyon doneminde allograftin fonk-
siyon gosterme ve yasam yetenegi (viability)
organin damar sisteminin fonksiyonel ve mor-
folojik durumu ve mikrosirkiilasyonun korun-
ma derecesi ile baglantilidir(7). Bu bilgiler goz
oniine alinarak pulsatil yikama ile yapilan ka-
daverik bobrek nakillerinde allograftin post-
tranplantasyon dénemindeki fonksiyonel duru-
munun prognozunu saptamak amaciyla MPF
ve MIRR perfiizyon parametreleri esas alin-
maktadir(5).

Kozaki ve ark. 50 mm Hg basingla aralik-
s1z hipotermik yikama ile MPF'nin 04 ml/dak/
g iistiinde olmasini ve yikama sirasinda vaskii-
ler direncin azalmasini bébregin yasam kabili-
yeti agisindan olumlu bulgular olarak deger-
lendirmektedirler(8).

Calismamizda basit soguk koruma ile ko-
ruma sirasinda gruplar arasinda MPF ve MIRR
parametrelerini kiyasladik ve EM bulgulan ile
kargilagurdik. Ilk ctapta hafif hipotermik ola-
rak yapilan agamali yikama, klasik uygulama
ile kargilagtinldiginda asamali yitkama grubun-
da MPF degerinde istatistiksel anlamli artg,
MIRR'da diigiis saglandigr goriildii (P<0.01).
Gruplar arasindaki bu fark 48 ve 96 saat koru-
ma sonras! yapilan reperfiizyonlarda daha da
belirgin idi. Yikama parametreleri ile EM bul-
gularr arasinda da uyumluluk goézlendi.

Yikama sonunda bébrekte intravaskiiler
basincin Protocol Propag 106 veya su mano-
metresi ile oOlciilmesi ¢ok pratiktir, bdbregin
agirhginin dlgiilmesini ve hesaplamalar gerek-
tirmez. TIRR olarak adlandirdigimiz bu para-
metre (Terminal Intrarenal Resistance-Yikama

Sonu Bébrek Igi Direng) MPF ve MIRR para-
metreleri ve EM incelemede elde edilen bulgu-
larla biiylik oranda uyumluluk gosterdi. EM
incelemelerde eritrosit agregasyonu, eritrosit-
lerin agliitinasyonu ve endoteliuma adhezyo-
nu, tubuliislerde dejenerasyon bulgularim
TIRR parametresi ile kiyaslayarak TIRR'in
yaklasik 40 cm H20O ve iizerinde olmasi duru-
munda bobregin potansiyel fonksiyonu agisin-
dan riskli olacagi goriigiine vardik. TIRR para-
metresi basit soguk korumanin herhangi bir
safhasinda kisa siireli perfiizyon yapilarak ol-
ciilebilir. Ge¢ donemde tekrar yapilan perfiiz-
yonun allograft lizerinde zararl: etkisi olmadig:
Jos ve ark. tarafindan bildirilmistir(9).

Koruma sonras: reperfiizyon yapilan allog-
raftin belirli alanlarinda veya tiim dokuda kan
dolagiminin yetersiz olmasi "no-reflow" feno-
meni olarak adlandirilmaktadir(3). Bu fenome-
nin nedenleri arasinda vazokonstriksiyon ve
eritrosit agregasyonu ilk siralar almaktadir(5).
Ozellikle iskemik hasara ugramis organlarda
ATP tiikenmesi ile kalsiyumun hiicre membra-
nina baglanmasi sonucu eritrositler rigid duru-
ma gelmektedirler ki, bu da kapilerlerin elasti-
kiyetini kaybetmis eritrositlerle tikanmasina
neden olmaktadir(10).

Galigmamizda 1. grupta yikamayi takiben
yapilan EM incelemelerde arterioller ve kapi-
lerlerde belirgin eritrosit agregasyonuna rast-
landi. Ayni grupta=24 saat koruma sonrasi
eritrositler arasinda agliitinasyon ve eritrositle-
rin endoteliuma adhezyonunu saptadik. Kani-
mizca 24 saati asan basit soguk koruma ile
prezervasyona tabi tutulmusg organlarda bu
bulgular ATN ve non fonksiyone bobrek
komplikasyonu insidansinin yiiksek olmasinin
onemli nedenlerinden biridir. 248 saat basit so-
guk koruma sonrasi critrositlerin endoteliuma
adhezyonu bélgelerinde endoteliumda belirgin
dejenerasyon izlenmekte, bu degisiklikler daha
sonraki donemlerde endotel biitiinliigiintin bo-
zulmasina kadar ilerlemektedir.
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Soguk iskemi doneminde l6kositlerin ve
ozellikle notrofillerin endotelial hiicrelere ad-
hezyonunun reperfiizyon hasarlarina yol agtigi
gosterilmigtir(11). Calismamizda kapiler liime-
ninde seyrek olarak lokositlere (daha ¢ok len-
fositler) ve trombositlere rastlandi. Bu kan ele-
manlarinin da adhezyon gésterme insidansi ve
siiresi eritrositlerden farkli degildi.

Tubuler epitelde goriilen hiicre 6deminin
de reperfiizyon donemindeki iskemik hasarlar-
da rolii oldugu Harvig ve ark. tarafindan bildi-
rilmigtir. Ozellikle vasa recta bolgesinde dig
medullada olan hiicre 6demi vaskiiler obstriik-
siyona ve sonugta "no-reflow" fenomenine ne-
den olmaktadir(12). Cahsmamizda 248 saat
koruma uygulanan bobreklerde (ozellikle 96
saat hipotermi sonrasi) hem proksimal tubuliis
hiicrelerinde, hem de dig medullada orta ve yer
yer ileri derecede hidropik vakuolizasyon sap-
tandi. Fakat olgularin biiyiik ¢ogunlugunda
hidropik dejenerasyon kapiler liimenini tikayi-
ct nitelikte degildi.

Ilk yikama sirasinda asamali perfiizyon
uygulanarak hipotermik korumaya alinan bob-
reklerde MPF parametrinde istatistiksel anlam-
I1 artig, MIRR ve TIRR parametrelerinde diigiis
goriildii (P<0.01). EM incelemelerde bu grupta
arteriol ve kapilerlerde eritrosit agregasyonun
onemli Glgiide onlendigi saptandi. Damar lii-
meninin kan elemanlarindan daha iyi arinmasi
kammuzca hafif hipotermi dolayis: ile vaskiiler
spazmin profilaksisine baghdir. 2. grupta hipo-
termi sirasinda tubuliis epitel hiicreleri daha iyi
korunmustu ki, bu da EC soliisyonunun kapi-
lerlere daha iyi ulagmas: ile izah edilebilir. 72
ve 96 saat koruma sonras: 2. grupta damar en-
doteliumunda dejenerasyon 1. gruba oranla da-
ha hafif idi. Bu durum kapiler limenindeki
eritrositlerin endoteliuma baski yaparak deje-
neratif degisiklikleri artirdigini gostermekte-
dir.
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Sonug

Yikama parametrelerinde ve EM incele-
melerde goriilen degisiklikler agamali hipoter-
mik ykama yonteminin allografun inisiyal
perfiizyon kalitesini iyilestirdigini ve koruma
sirasindaki iskemik hasarlar azalttigim diisiin-
diirmektedir. Kanimizca agamali uygulanan hi-
potermik yikama sogugun etkisinden dolay:
olusan vazokonstriksiyonu perfiizyonun ilk
agsamasinda onleyerek, organin kapilerlerinde
eritrosit agregasyonunu azaltmakta ve buna
bagli olarak da reperfiizyon sirasinda daha iyi
mikrosirkiilasyon i¢in olanak saglamaktadir.
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