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OZET

Renal transplantasyonda donor bulmadaki zorluk nedeniyle daha ¢ok siyida iskemik hasarli bobreklerden yarar-
lanma ihtiyac: ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢aliymada, sicak iskemik hasarh bobreklerde olugan degisiklikleri daha detay-
I anlayabilmek amaglanmigtir.

Yeni Zelanda tavsanlan kullanilarak yapilan deneysel ¢alsimada 3 grup olugturuldu. 1. grupda sicak iskemi siire-
si minimal tutulurken, ikinci grupda 30, ligiincii grupda 60 dakikalik sicak iskemi siiresi uygulandi. Bobrekler 24 ve
48 saatlik prezervasyon siireleri sonunda otolog kan ile reperfiize edildiler. Organlardaki ultrastriiktiirel degigiklikler,
renal dokudaki lipid peroksidasyon ve glutatyon diizeyleri, reperfuze kanda laktat dehidrogenaz (LDH) ve ‘median
perfusate flow (MPF)" parameltreleri incelendi.

Sonug olarak, sicak ve soguk iskemi siireleri ile oranul: olarak lipid peroksidasyon ve LDH diizeylerinde artma,
glutatyon diizeyinde azalma ve ultrastriiktiirel yapida bozulma saptandi. Bu bulgular, intrarenal rezistans artigina iga-
ret eden diisiik MPF degerlerine paralellik gostermekteydi.

ABSTRACT

The need for ischemically damaged kidneys to be transplanted is gradually increasing because of the shortage of
organ donation.  In this experimental study, we have tried to investigate the effects of warm ischemia on kidneys
comprehensively.

New Zeland rabbits were used for experiments and they were allocated in 3 groups. In Group I (control), warm
ischaemic time was as short as possible (<2 min). But in other groups, warm ischaemic times of 30 and 60 minutes
were applied respectively. After initial perfusion (EC solution at 4°C) and simple cold storage for 24 and 48 hours,
reperfusions with otologous blood were carried out. After those, electronmicroscopic changes of the kidneys were
studied, levels of lipid peroxidation and glutathione in renal tissue, lactate dehydrogenase activity (LDH) in reperfu-
sion blood measured, and median perfusate flow (MPF) estimated.

In conclusion, statistically significant increase in levels of lipid peroxidation and LDH and decrease in glutathi-
one levels were obtained parallel 1o the increasing of the warm and cold ischemia time. Ultrastructural changes we-
re significant as well. These findings were also correlated with low MPF values reflecting increased intrarenal resis-
tance.
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GIRIS

Giiniimiizde bobrek naklinin en biiyiik sorun-
larindan biri yeterli sayida allograft bulunmamasi-
dir. Sorunun ¢6ziim yollarindan biri kardiyak arest
olan dondrlerden alinan iskemik hasarl: allograft-
larin da nakil programina alinabilmesi olabilir. Bu
sayede beyin 6liimiiniin dini nedenlerle kabul gor-
medigi Japonya gibi iilkelerdeki transplantasyon
programlart da hiz kazanabilir.!

Transplantasyon amaciyla sicak iskemik hasar
gormiis renal allograftin kullamlmasi akut tubuler
nekroz ve belirli oranlarda non-fonksiyone bobrek
komplikasyonu riski tagimaktadir.! Bu kompli-
kasyonlarin nedenleri arasinda iskemi ve reper-
fiizyon dénemlerinde olusan reaktif oksijen meta-
bolitlerine énem verilmektedir.! iskemi sirasinda
hipoksantin, ksantin gibi adenozin trifosfat yikim
tiriinleri olugmaktadir ki, bunlar da anaerobik sart-
larda oksijenden yoksundur. Reperfiizyonla bu
iiriinler oksidatif reaksiyonlara ve superoksid ra-
dikallerin olugsmasina neden olmaktadirlar.! So-
nugta hidrojen peroksid (H,0,) ve hidroksil radi-
kal (OH) gibi oksijen metabolitleri membran li-
pidleri, mitokondriumlar, enzimler iizerine zararh
etkilere yol agmaktadirlar.24

Kisa yasam siireleri nedeniyle serbest oksijen
radikallerini dokuda dlgmek imkansizdir. Bu ne-
denle oksijen metabolitlerinin olusturdugu hasan
degerlendirmek igin lipid peroksidasyon diizeyi
esas alinmaktadir.’

Bu galigmada sicak iskemik hasarl bobrekler-
de 48 saatlik prezervasyon siiresince ve reperfiiz-
yonu takiben ultrastriiktiirel degisiklikler ile, lipid
peroksidasyon diizeyleri ve perfiizyon parametre-
lerini degerlendirmeyi amagladik.

MATERYAL VE METOD

Deneylerde agirhigi 2,25-2,5 kg olan Yeni-Ze-
landa tavsanlan kullamildi. IV pentobarbital (20
mg/kg) + ketamin (25 mg/kg boliis + 1 mg/kg/dak
infiizyon) anestezisi altinda laparotomi ve bilate-
ral nefrektomi yapildi. Ameliyat sirasinda 50
ml/kg serum fizyolojik infiizyonu yapild.

1. Grup (n=12): IV 250 U/kg Heparin verildik-
ten 3 dak sonra nefrektomi yapildi. Bobrek arter-
lerine 20 G plastik kaniil yerlestirildi. Bobrekler
eriyen buzlann igerisine alinarak 4°C Euro-Col-
lins (EC) soliisyonu ile 100 cm H,O basingta 20

dak perfiize edildi (sicak iskemik donem <2 dak.)

Bobrekler basit soguk korumaya alindi.

2 Grup: (n=12): Heparinizasyondan 3 dak.
sonra renal artere klemp konuldu. 30 dakikalik si-
cak iskemiyi takiben bilateral nefrektomi yapildu.
Takip eden iglemler 1. grupta oldugu gibi yapildi.

3. Grup: (n=12) 2. gruptan farkh olarak sicak
iskemi siires1 60 dak olarak tutuldu,

Ameliyat sirasinda aorta kaniilize edilerek 160
cc arteriyel kan sitrath torbaya alindi ve 4°C’de
korundu. Her gruptan 6 bibrekte 24 saat ve diger
6 bobrekte ise 48 saat prezervasyon sonrasi
37°C’ye kadar 1sitilan otolog kan ile 100 cm H,O
basingta 30 dak. siireyle renal arterden reperfiiz-
yon uygulandi. Inisiyal perfiizyon ve reperfiizyon
sirasinda bobrek agirhgi, perfiize edilen soliisyon
miktan ve perfiizyon basinci esas alinarak median
perfusate flow (MPF - ml/dak/100 g doku) para-
metresi hesaplandi.

Reperfiizyonu takiben renal korteks ve medul-
ladan elektron mikroskopik (EM) inceleme igin
parcalar alinarak kesitler 4% glutaraldehid solus-
yonuna konuldu. Milloning phosphat tamponu ile
on tespit, 1% OsO, ile ikincil tespit yapildi ve de-
hidratasyondan sonra araldit ortamina gomiildii.

inisiyal perfiizyon ve reperfiizyon sonrasi re-
nal dokuda lipid peroksidasyon diizeyini deger-
lendirmek i¢in lipid peroksidasyonun son iiriinii
olan Malondialdehid (MDA) Trotta ve arkadasla-
rinin tarif ettigi yontemle 6lgiildii;6 (6); doku glu-
tatyon diizeyine Ellman yontemiyle bakildi.7 Per-
fiizyon Oncesi ve sonrasi kan orneklerinde LDH
konsantrasyonu Buhl yontemiyle kontrol edildi.®

Kontralateral baobrekler, EC soliisyonu ile per-
fiizyon uygulanarak perfiizyonu takiben, 12, 24,
48 saat, prezervasyon sonrast EM incelenmeye
alindi. Perfiizyonu takiben renal dokuda lipid pe-
roksidasyon ve glutatyon diizeyleri olgiildii.

Veriler istatistiksel olarak ¢ift yonlii Student t
testi ile degerlendiridi, p<0.01 anlamli kabul edil-
di.

BULGULAR

Tiim gruplarda bébreklerin 24 ve 48 saat pre-
zervasyon sonrast MPF degeri inisiyal perfiizyon
sirasindaki MPF’den istatistiksel anlamli azalma
gosterdi (p<0.01; grafik 1). Gruplar kiyaslandi-
ginda iskemi siiresi ile orantili olarak bu paramet-
rede istatistiksel anlamh diigiis goriildi (P<0,01;
grafik 1). 2. grupta 48 saat, 3. grupta 24 saat pre-
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zervasyon sonrasi, kanla yapilan reperfiizyon sira-
sinda MPF degerleri oldukeca diisiik bulundu. 48
saat hipotermik koruma sonrasi 3. grupta kanla re-
perfiizyon yeterli olmadi.

Kanla reperfiizyon sirasinda idrar cikisi 2. ve
3. gruplarda gériilmezken, 1. Grupta 24 saat hipo-
termi sonrasi 3 bobrekte 4-12 cc olarak gozlendi.

Kontralateral bobreklerin (reperfiizyon yapil-
mayan) EM incelenmesinde, tiim gruplarda arteri-
ollerde, glomeriiler ve peritiibiiler kapillerlerde
eritrosit agregasyonuna rastlandi. 2. ve 3. gruplar-
da eritrosit agregasyonu interlobuler ve arkuat ar-
terlerde de belirgin iken, baz1 bilgelerde trombo-
sit agregasyonu ile beraberdi (resim 1).

1. grupta inisiyal perfiizyonu ve 12 saat pre-
zervasyonu takiben renal dokuda iskemik belirti-
ler olmazken, eritrositler arasinda agliitinasyon,
eritrositlerin endoteliyuma adhezyonu goriilmedi.
24 ve 48 saat koruma sonrasi proksimal tubuliis
epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, mitokondrium-
larda krista harabiyetine rastlandi, eritrositler ara-
sinda agliitinasyon ve endoteliuma adhezyon sap-
tandi (Resim 2). 2. ve 3. gruplarda perfiizyonu ta-
kiben, 12 ve 24 saat prezervasyon sonrasi iskemik
bulgular 1. grupta kargilastinldiginda daha belir-
gin idi, eritrositler arasinda agliitinasyon ve ad-
hezyon 12 saat soguk iskemi sonrasi goriildii ve
ozellikle 3. grupta yaygin idi. 48 saat soguk iske-
mi sonrasi proksimal tubuliis epitel hiicrelerinde
ileri derecede hidropik vakulolizasyon, mitokond-
riumlarda krista kayb, mikrovilluslarda 6dem go-
riildii.

24 ve 48 saat prezervasyonu takiben kanla re-
perfiizyon sonrasi 1. grupta proksimal tiibiiliis epi-
tal hiicrelerinde orta ve yer yer ileri derecede va-
kuolizasyon, mitokondriumlarda krista kaybi,
mikrovilluslarda gigme gériildi. 2. ve 3. gruplarda
reperfiizyon yapilan bébreklerde bu bulgular daha
belirgin idi ve lokal olarak epitel hiicresi niivesi
invaginasyonu, tubulus limeninin sitoplazmik
debrisler ve sismis mikrovilliislerle titkanmasina
rastlamildi (Resim 3).

Gruplar arasinda perfiizyonu takiben renal do-
kularda lipid peroksidasyon diizeyinde, sicak is-
kemi siiresiyle orantili olarak 2. ve 3. gruplarda is-
tatistiksel anlamh artig saptandil (P<0.01). 24 ve
48 saat prezervasyon sonrasi yapilan reperfiizyon
sirasinda tiim gruplarda soguk iskemi siiresi art-
tikca lipid peroksidasyon diizeyi belirgin artig
gosterdi (P<0.01; Tablo 1),

Tablo 1. Renal dokuda lipid peroksidasyon ve
gliitatyon diizeyleri

Gruplar Lipid Glutatyon
peroksidasyonu
MDA pglg  pmol/g

1. grup  perfiizyonu takiben 7.240.9 18.8£2.6

24 saat 11.8+2.4 13.5£3.2
48 saat 16.5+2.6 10.9+2.1
2. grup  perflizyonu takiben 116+1.9 14.3+£2.3
24 saal 18.2+3.2 9.8£3.1
48 saat 26.7£3.7 7.312.4
3. grup  perfiizyonu lakiben 15.3£2.7 9.342.5
24 saat 24.843.2 6.5£2.7
48 saat 31.7£3.9 4.2£1.8

Her 3 grupta perfiizyon sonrasi kan LDH dii-
zeylerinde 24 ve 48 saatlik reperfiizyon sirasinda
anlaml artig goriiliirken (P<0.001), 2. ve 3. grup-
larda LDH diizeyleri aym dénem 1. grubla karsi-
lastinldiginda belirgin sekilde yiiksek idi
(P<0.001; Tablo 2).

Tablo 2. Perfiizyon oncesi ve sonrasi kanda
LDH (U/L) degerleri

Gruplar Perfiizyon Perfiizyon
dncesi sonrasi
1. grup 24 saat 160.516.5 238124.8
48 saat 166.7+8.7 383.3+36.2
2. grup 24 saat 168.449.2 515.8139.5
48 saat 171.548.12 814.78+54.3
3.grup 24 saat 172.3+11.8 941.6165.4
48 saat 183.4%13.8 1280.5+93.7
TARTISMA

Transplantasyon amaci ile kullanilabilen or-
gan sayisinin kisith olmasi kardiyak arest olan do-
norlerden de alinan greftlerin degerlendirilmesi -
gereksinimini dogurmustur. Bu tiir dondrlerden
alinan bébrekler sicak iskemik hasara ugramis ol-
maktadir. Kadaverik renal transplantasyonda pos-
toperaif allograft disfonksiyonu insidans: organin
donasyonu, prezervasyonu ve transplantasyonu si-
rasinda olugan iskemik hasarlara baglh olarak art-
maktadr.!

Sicak iskemik dénemin renal doku iizerinde
olusturdugu hasarlar ve onlarin dnlenmesine yo-
nelik ¢ok sayida calisma mevcuttur. Fakat iskemik
hasar gormiis bobregin hangi yontemlerle prezer-
vasyonunun yararli olacagi konusunda bir fikir
birligine vanlmig degildir. Bir ¢ok aragtirmacilar
deneysel olarak pulsatil makina perfiizyonu ile
prezervasyonda basit soguk koruma yéntemine

gore daha iyi sonuglar alindigini gostermislerdir.9

9
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Resim 1. Peritubuler kapillerde eritrosit (e) ve trombosit (1)
agregasyonu (x 2470)).

Resim 2. Periwbuler kapillerde entrositin endoteliuma
adhesvonu (ok) (x 31.500),

Resim 3. Proksimal tubuliis hiicrelerinde
dejenerasyon ve tubuliis lumeni ukanmas: (x 2049).
ties . W - VEAR WO
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Ote yandan makina perfiizyonunun kapillerde en-
dotelial defektlere yol acugim ve erken allograft
kaybi insidansimin basit soguk koruma yéntemi ile
karsilasurildiginda yiksek oldugu bildirilmekte-
dir‘lﬂ,ll

Arastirmacilar sorunun ¢oziimiind, iskemi si-
rasinda oksidatif stresleri azaltan selenium, nitrik
oksidin fizyolojik prekursoru olan L-arginin gibi
endotelial protektif maddelerin organ prezervas-

10

yon soliisyonlarina ilave etmekte aramiglardir,12.13
Iskemik hasarli renal allografin prezervasyonu
amact ile UW soliisyonunun kullanilmasinin, Eu-
ro-Collins ve Histidin-triptofan-ketoglutarat so-
lisyonlan ile kargilagtirildiginda daha biiyiik ya-
rar salayacag gosterilmektedir.!4.15

Calismamizda, 30 ve 60 dakika sicak iskemik
donem sonrasi 48 saat siiresince EC soliisyonu ile
prezervasyona tabi tutulmus bébreklerde gériilen
ultrastriiktiirel, biokimyasal ve perfiizyon para-
metreleri degisikliklerini karsilastirdik.

MPF parametresinin inisiyal perfiizyon ve
kanla yapilan reperfiizyonlar sirasinda sicak ve
soguk iskemik donemle oranuli olarak azalmasi,
iskemik hasar goren bobreklerde intrarenal rezis-
tansin artugini gostermektedir ve literatiir bulgu-
lan ile uyumludur.?

Perfiizyon sonrasi renal allograftta glomeriiler
ve peritubuler kapillerlerde sik olarak eritrosit ag-
regasyonuna rastlanilmaktadir.'¢ Anaise ve arka-
daglan, Collins soliisyonu ile perfiizyon sirasinda
glomeriiler kapillerde olan kirmizi kan hiicreleri-
nin Cogu zaman mekanik obstriiksiiyona yol ag-
madigim saptamiglardir. 16

Calismalanmizda 12 saat’in lizerinde prezer-
vasyon sonrasi kapillerdeki eritrositler arasinda
agliitinasyon ve endoteliyuma adhezyon gériildii.
Bu bulgular siiresi artuikga reperfiizyon sirasinda
gozlenen mikrosirkiilasyon bozukluklarinin sikh-
ginin artmasinin nedenini 1izah etmektedir.

Dokuda olan glutatyonun iskemi siiresince tii-
kenmekte oldugu, bu faktdriin H,O,, lipid perok-
sidler, disulfidler, askorbat ve serbest oksijen radi-
kallerinin inhibe olunmasinda énemli rol oynadigi
bildirilmektedir.!? Bizim ¢aliymamizda 24 ve 48
saatlik soguk korumayi takiben yapilan reperfiiz-
yon sonrasi sicak iskemisiz 1. gruba oranla lipid
peroksidasyonun 30 ve 60 dakikalik sicak iskemik
gruplarda istatistiksel olarak anlaml sekilde yiik-
sek. glutatyon diizeyinin ise diisiik oldugu tesbit
edildi. Perfiizyon sonrasi kanda LDH diizeyinin
sicak iskemi siiresine orantili yiikselmesi de 60
dakikalik sicak iskemiyi takiben 48 saat prezer-
vasyona tabi tutulan renal allograftlarda irrever-
sibl selliiler hasarin gelistigini gostermektedir,

Sonug olarak, EC soliisyonu ile prezervasyona
tabi tutulan renal allograftta sicak ve soguk iske-
mi siireleri ile orantili olarak lipid peroksidasyon-
da artig, glutatyon diizeyinde diiglis gorijimekte-
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dir. Kamimizca bu egilim iskemik hasarh renal al-
lograftlarda eritrositler arasinda agliitinasyon ve
adhezyonun daha erken (ilk 12 saat siiresince) ge-
lismesinin nedeninin ortaya koymaktadir. Gosteri-
len ultrastriiktiirel degisiklikler reperfiizyon sira-
sinda mikrosirkiilasyonun engellenmesine yol
acarak ‘no reflow’ fenomen’ine neden olur. Bul-
gulannmizda yer alan reperfiizyon sirasinda diisiik
MPF parametreleri de bu patogenetik mekanizma
ile izah edilebilir.

KAYNAKLAR

1) Hoshiniga, K., Fujita, T., Naide, Y. et al: Early prognosis
of 263 renal allografts, harvested from non-heart-beating
cadavers using an in situ cooling technique. Transplant
Proc; 27: 703-6, 1995.

2) McCord, JM: Oxygen-derived free radicals in postische-
mic tissue injury. New Engl J Med.; 312: 159-63, 1985.

3) Paller, M.S., Hoidal, J.K., Ferris, T.F.: Oxygen free radi-
cals in ischemic acute renal failure in the rat. J Clin Invest.,
74: 1156-64, 1984,

4) McCoy, R.N,, Hill, K.E., Ayon, M.A,, Stein, J.H., Burk,
R.F.: Oxidant stress following renal ischemia. Changes in
the glutathione redox ratio. Kidney Int.; 33: 812-7, 1988.

5) Gamelin, L.M., Zager, R.A.: Evidence against oxidant in-
jury as critical mediator of postischemic acute renal failure.
Am. J Physioll.; 255: 450-60, 1988.

6) Trotta, R.J., Sullivan, §.G. and Sterm, A.: Lipid Peroxida-
tion and hemoglobin degradation in red blood cells exposed
to t-butyl hydroperoxide. Biochem J., 204: 359-64, 1982.

7) Ellman, G.L.: Tissue sulfhydryl groups. Archs Biochem
Biophys., 82:70-7, 1959.

8) Buhl, S.N., Jacksin, K.Y.: Optimal conditions and compa-
rison of lactate dehydrogenase catalysis of the lactate-to-
pyruvate and pyruvate-to-lactate reactions in human serum
at 25,30, and degrees C. Clin Chem; 24:828-31, 1978

9) Booster, M.N., Wijnen, R.M.H., Yin, M. et al.: Enhanced
resistance to the effect of normothermic ischaemia in kid-
neys using pulsatile machine perfusion. Transplamt Proc.,;
25(6): 3006-11, 1993.

10) Gattone, V.H,, Filo, R.S., Evan, A.P., Leapman, S.B.,
Smith, E.J., Luft, F.C.: Time course of glomerular endot-
helial injury related to pulsatile perfusion preservation
Transplantation, 39 (4): 396-9, 1985.

11) Opelz, G., Terasaki, P.I.: Advantage of cold storage over
machine perfusion for preservation of cadaver kidneys.
Transplantation, 33: 64-8, 1982,

12) Korb, S.M., Albornoz, G., Light, J.A.: Selenium additi-
on to the flush/preservation solution protects kidneys aga-
inst oxidative stress during warm and cold ischemia Trans-
pant Proc, 22(2): 452-4, 1990.

13) Rigotti, P., Ferraresso, M., Morpurgo, E. et al.: Pre-
vention by endothelial protection- agents Transplant Proc.,
27 (1): 749-51, 1995.

14) Ploeg, R.J.: Kidney preservation with the UW and Euro-
Collins solutions. Transplantation, 49: 281, 1990.

15) Booster, M.H., van der Vusse, G.J., Vijnen, R.MLH. et
al.: University of Wisconsin solution is superior to histidi-
ne trytophan ketoglutarate for preservation of ishemically
damaged kidneys. Transplantation, 58 (9): 979-84, 1994,

16) Anaies, D., Ramsammy, L., Lane, B., Walter, W.C. and
Rapoport, F.T.: The pathophysiology of the No-Reflow
phenomenon in cold-strored kidneys. Transplantation Proc,
1: 1348-52, 1987.

17) Freeman, B.A., Grapo, J.D.: Free radicals and tissue in-

“jury. Lab Invest, 47: 412, 1982.

11



