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OZET

Yikama perfiizyonu sirasinda hipoterminin renal
arter ve arteriolerde vazospazma yol a¢ctigi, bunun da
erken postopertaiif donemde allograft disfonksiyonu
nedenleri arasinda yer aldigi bilinmektedir, calisma-
mizin amaci klasik ve asamali perfiizyonu takiben
prezervasyon sonrasi yapilan reperfiizyon swrasinda
olusan ultrastriiktiirel degisiklikleri incelemek ve bu
safhalarda
glutatyon diizeylerinin saptanmasiyla perfiizyon yon-

renal doku lipid peroksidasyon ve

teminin oksidatif strese bagl hasarlarin olusmasinda
roliinti arastirmakitir.

Tavsan deneyinde eksplante edilen bébrekler 1.
grupta 20 dak siiresince 4 C Wisconsin Universitesi
(UW) soliisyonu ile , 2. grupta ilk 10dak. 22 C, ikinci
10 dak 4 C UW soliisyonu ile perfiize edildi. 48 ve 96
saat prezervasyon sonrasi her 2 gruptaki bébrekler
otolog kan ile reperfiizyona tabi tutuldu.

Perfiizyon ve reperfiizyon asamasinda 1. grupla
karsilastirildiginda 2. grupta ortalama perfuzat akim
hizimin  belirgin  sekilde yiiksek oldugu goriildii.
Elektron-mikroskopik incelemede 1. grupta arteriol ve
kapilerlerde eritrosit birikimi, 48 saat prezervasyon
sonrast eritrositlerde agliitinasyon, endoteliuma
adhezyon goriildii. Reperfiizyon sonrasit kapilerlerde
eritrosit ekstravazasyonu saptandi. 2. grupta arteriol
ve kapilerlerin 1. gruba oranla kan elemanlarindan
daha iyi arindigi, reperfiizyon asamasinda daha iyi
Doku lipid
peroksidasyon diizeyleri 1. grupta yiiksek bulunurken
23.3 (g/g), glutatyon diizeyi 2. gruba oranla diisiik idi
( 13.4 (mol/g).

olarak,

mikrosirkiilasyon saglandigi goriildii.

Sonug asamall  perfiizyonun  renal
allograftta iskemik-reperfiizyon hasarlari hafiflettigi
goriistine vardik.

Anahtar kelimeler: renal perflizyon, hipotermik
vazokonstriksiyon, iskemik-reperfiizyon hasar, asa-

mal1 perflizyon

SUMMARY

We aimed to define the effects of vasoconstriction
related to hypothermia during flushout perfusion on
renal tissue micro sir culation in repeifusion period.

In rabbit's model in the Ist group explanted
kidneys were perfused with (UW) solution at 4 C for
20 minutes, in the 2nd group perfusion was performed
with UW solution at 22 Cjfor 10 min., then at 4 C
Jor the next 10 min. All kidneys were reperfused with
the autologous blood after 48 and 96 hours’
preservation.

Median perfusate flow was significantly higher in
the 2nd group in contrast to Ist one during perfusion
electron microscopic
group
aggregation in arterioles and capillaries, and after 48

and  reperfusion. On

examinations in the Ist erythrocyte'’s

hours' preservation erythrocyte agglutination and

adhesion to the endothelium were observed.

Endothelial defects
were seen following reperfusion. In the 2nd group

and erythrocyte extravasation

arterioles and capillaries were free of blood elements
and microcirculation was better in reperfusion period.
In the Ist group lipid peroxidation levels in renal
tissue was higher and glutathion level was lower in
comparison to the 2nd group.

We concluded that gradual perfusion decreases

the iscemic-reperfusion damages on renal allografft.

Key words: Renal perfusion, hypothermic
vasoconstriction, ischemic reperfusion damage,
gradual perfusion
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GIRIS

Kadaverik bobrek nakillerinde postoperatif allograf-
tin fonksiyon bozuklugunda verici ve alici ile ilgili bir
¢ok faktorlerin yani sira bobregin alinmasi, perflizyo-
nu, prezervasyonu ve reperflizyonu sirasinda olusan
iskemik hasarlarla da biylik ol¢ctide baglantilidir (1).
Reperfiizyon sirasinda organda mikrosirkiilasyon
durumunu etkileyen faktorler arasinda endotelin,
anjiotensin gibi vazokonstriktorlere ve kapilerlerde olu-
san eritrosit agregasyonuna onem verilmektedir (2, 3).

Basit soguk koruma ile prezervasyona tabi tutulan
renal allograftta ilk perflizyon esnasinda hipotermik
faktoriin olusturdugu vazokonstriksiyonun da hipoper-
fiizyona yol actig1 bildirilmektedir. Bu tir vazospazmi
onlemek amaciyla klinik pratikte kiiciik doz dopamin
(2-4 g/kg/dak) veya katekolamin blokeri olan
dibenzilin kullanilmasi Onerilmektedir (4). Fakat
Keating ve ark, Mitchell ve ark. calismalarinda
katekolaminlerin 10 C sicakligin altinda damar duva-
i1 etkilemedigini bildirmiglerdir (5 ,6). Dolayisi ile
perfiizyon yapilan 4 C sicaklikda dopamin veya
katekolamin blokerlerinin etkili olmayacagi anlasil-
maktadir.

Onceki calismalarimizda klasik perfiizyon yonte-
mine alternatif olarak diisiindiiglimiiz ilk donemi hafif
hipotermik olarak asamali yapilan perfiizyonun
hipotermiye bagl vazokonstriksiyonu onleyerek glo-
mertler ve peritubuler kapilerlerlerde kan elemanlari-
nim birikimini 6nledigini gostermistik (7). ¢alismami-
zin amact klasik ve asamali perfiizyonu takiben
prezervasyon sonrasi yapilan reperfiizyon sirasinda
olusan yapisal degisiklikleri incelemektir. Ayni esna-
da renal doku lipid peroksidasyon ve glutatyon diizey-
lerini Olgcerek perflizyon yonteminin serbest oksijen
radikallerine bagl hasarlarin olugmasinda roliinti arag-

tirmay1 planladik.

GEREC ve YONTEM

Deneyde agirligi 2,2 -2,5 kg olan Yeni-Zelanda
tavsanlarina IV pentobarbital (20 mg/kg) + ketamin
(25 mg/kg bolus ve 1 mg/kg/dak inflizyon) anestezisi
altinda laparotomi ve bilateral nefrektomi yapildi.
Ameliyat sirasinda 50 ml/kg serum fizyolojik inflizyo-
nu yapildi.

1. grup (n= 12 ): 1V 250 i/kg Heparin verildikten 3
dakika, sonra nefrektomi yapildi. Bobrek arterlerine 20
G plastik kantl yerlestirildi, bobrek eriyen buzlarin
icerisine alinarak 4 C Wisconsin Universitesi (UW)
soliisyonu ile 100 cm H2O basingla 20 dak perfiize
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edildi (sicak iskemik doncm:2 dak).

ikinci grupta (n=12) bobrekler ilk 6nce oda 1sisinda
serum fizyolojik iceren soliisyona kondu ve 10 dak sii-
resince 22 C UW soliisyonu ile 100 cm H2O basingla
perfiize edildikten sonra bobrekler eriyen buzlar icerisi-
ne alinarak 4 C UW soliisyonu ile daha 10 dakika stire
ile perfiize edildi.

Her 2 grupta ameliyat sirasinda aorta kaniilize
edilerek 160 cc arteriyel kan sitrath torbaya alindi ve
4 C'de muhafaza edildi. 48 (n=6) ve 96 saat (n=0)
hipotermik ortamda (yaklasik 4 C) prezervasyon
sonunda kan 37 C'ye kadar isitilarak 100 cm H2O ba-
singla 30 dak siireyle renal arterden reperfiize edildi. ilk
perfiizyon ve kanla reperflizyon sirasinda bobrek agir-
lig1, perfiize olunan sivi miktart ve perfiizyon stresi
dikkate alinarak ortalama perfuzat akim hizi (median
perfusate flow - MPF; ml/dak/100 g doku) hesaplandi.
Reperflizyonu takiben renal korteks ve medulladan
elektron mikroskopik (EM) inceleme icin parcalar alin-
di. Kesitler 4% glutaraldehid soliisyonuna konuldu.
Milloning phosphat buffer ile 6n fiksasyon, 1% OsO4
post fiksasyon ve dehidratasyondan sonra araldit orta-
mina gomiildi.

ik perfiizyon ve reperfiizyon sonrasi renal dokuda
lipid peroksidasyon diizeyini degerlendirmek igin lipid
peroksidasyonun son iriinii olan Malondialdehid
(MDA) olctimii Trotta ve ark tarif ettigi yontemle ya-
pild1 (8). Doku glutatyon diizeyine Ellman yontemiyle
bakild1 (9). Perfiizyon 6ncesi ve sonrasi kan orneklerin-
de laktat dehidrogenaz (LDH) konsantrasyonu Buhl
yontemiyle kontrol edildi (10).

Kontralateral bobreklere UW soliisyonu ile perfliz-
yon uygulanarak perilizyonu takiben, 12, 24, 48, 72, 96
saat prezervasyon sonrasy EM incelenmeye alindi, per-
fiizyonu takiben renal dokuda lipid peroksidasyon ve
glutatyon diizeylerine bakildi.

Elde olunan veriler istatistiksel olarak cift yonlii
Student t testi ile degerlendirildi.

BULGULAR

i1k perfiizyon sirasinda ve 48 saat prezervasyon son-
rast kanla yapilan reperfiizyon sirasinda 2. grupta MPF
1. gruba oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde ytik-
sek bulundu (P<0.01). 96 saat soguk iskemi sonrasi 1.
grupta kanla reperfiizyon sirasinda MPF parametresi
¢ok diisiik bulunurken, 2. grupta MPF'de diisiis istatis-
tiksel olarak anlamli degildi (P>0.05; grafik 1).
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Grafik 1. Gruplarda ortalama perfuzat akim hizlar

Kanla reperfiizyon sirasinda idrar cikisi 1. grupta
48 saat basit soguk koruma sonrast 3 bobrekte 40
dakika siiresince (otolog kanin reperflizyon stiresi) 9 -
21 cc olarak, 2 bobrekte ise 2.5 - 4.0 cc olarak gozlenir-
ken, 96 saat prezervasyon sonrast 60 dakika siiresince
gorilmedi. 2. grupta 48 saat prezervasyon sonrasi tiim
bobrekler 25 dakikalik reperflizyon sirasinda 12-18 cc
idrar ¢ikardilar, 96 saat soguk korumay takiben 32 da-
kikalik reperfiizyon sirasinda 4 bobrekte 6-11 cc' lik
idrar c¢ikigina rastlandi.

Kontralateral bobreklerin (reperfiizyon yapilmayan)
EM incelenmesinde 1. grupta arteriolle1 omertiler
ve peritubuler kapillerde eritrosit bin
(resim 1). Fakat 2. grupta arteriol ve kapilerler
eritrositlerden iyi arinmis durumda idi, eritrositler
kapilerlerde ender olarak goriildii. Her 2 grupta perfiiz-
yonu takiben ve 12 saat prezervasyon sonrasi belirgin
iskemik hasar saptanmazken, 24 ve 48 saat koruma
sonrast 1. grupta proksimal tubuliis epitel hiicrelerinde
orta derecede \akuoli/asvon leshii edildi

il . ¢

.nevcuttu.

Kesini 1. Klasik perfiizyon yapilan grupta
peritubuler kapilerde eritrosit agregasyonu ve ag-
liitinasyonu (x 6 600)

[ i Py -5

Birinci grup bobreklerde (48 saat prezervasyon son-
ras1 eritrositler arasinda agliitinasyon, eritrositlerle
endotelium arasinda adhezyon vardi, (resim 2). Yetmi-
siki saat hipotermik koruma sonrasi her 2 grupta
proksimal tubuliis epitel hiicrelerinde dejeneratif degi-
siklikler artarken 2. grupta mitokondrium kristalar1 ve
epitelin fircamsi kenarlari daha iyi korunmustu. 96
mitokondriumlarda sisme

saat prezervasyon sonrasi
ve krista kaybinin yani sira, tubuliis llimenin sismig
mikrovilliisler ve sitoplazmik debrislerle tikanmis ol-
dugu gorildii. 72 ve 96 saat prezervasyon sonrast 1.
grupta eritrosit adhezyonu goriilen bolgelerde kapiler
endotelium devamliliginda bozulma lesbit edildi.
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eritrositlerden arinmis arteriol ve glomeriilcr
kapiler yap (x 2 049)

Kirksekiz saat prezervasyonu takiben kanla reper-
flizyon yapilan bobreklerde; 1.grupta proksimal tiibiiliis
epitel hiicrelerinde orta derecede vakuolizasyon,
mitokondriumlarda krista azalmasi, mikrovilliislerde
sisme gortildii. 96 saat sonra reperfiizyon yapilan bob-
reklerde bu bulgular daha belirgindi ve lokal olarak tu-
buliis llimeninin sitoplazmik debrisler ve sigmis mik-
rovillislerle tikanmasina rastlanildi. Seyrek sekilde
endotel defektleri ve eritrosit ekstravazasyonu goriildii.
Bir ¢ok bolgelerde elastikiyetini kaybederek yuvarlak
sekil almig eritrositlerin kapiler obstriiksiyonuna yol
actig1 gozlendi (resim 3).

ikinci grupta 48 saat sonra tubuliis hiicreleri ve onla-
rm mitokondriumlari 1. gruba oranla daha iyi durumda
idi (resim 4). 96 saat sonra reperflizyon bobreklerde
ise iskemik hasarlar orta derecede idi, fakat eritrosit
ekstravazasyonuna veya elastikiyetini kaybetmis erit-
rositlerle kapiler tikanmalarina rastlanilmadi.



Resim 3. Klasik perfiizyon yapilan grupta glome-
tikanmasi

riller Kkapilerlerin rijid eritrositlerle
(x2049)
i

Resini 4. Anamali perl'liizjon yapilan grupta iyi
korunmus proksimal tubuliis epitel hiicreleri
(x 1236)

Gruplar arasinda perfiizyonu takiben renal dokularda
lipid peroksidasyon diizeyleri arasinda istatistiksel an-
lamli fark bulunmazken (P>0.05), 48 ve 96 saat
prezervasyon sonrast yapilan reperflizyon sirasinda 1.
gruba oranla 2. grupta renal dokuda lipid peroksidasyon
diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde disiik
bulundu (P<0.01).
incelemelerde 2. grupta 1. grubla karsilastirildiginda
belirgin sekilde yliksek bulundu (P<0.01; tablo 1).

Birinci grupta perfiizyon sonrasi kan LDH diizeyle-

Doku glutatyon diizeyi tiim

rinde 48 ve 96 saatlik reperflizyon sirasinda anlamli ar-
tig gorulirken ( P<0.001), 2. grupta LDH diizeyleri 48
ve 96 saatlik basit soguk koruma sonrasi reperfiizyon
sjrasinda 1. gruba oranla istatistiksel olarak anlamli se-
kilde dusiik idi (P<0.001) (tablo 2).

Tablo 1. Renal dokuda lipid peroksidasyon ve glutatyon diizeyleri

Grupla Lipid P degeri Glutatyon P degeri
peroksidasyonu (mol/g
MDA (s/e
1. grup | perfiizyonu
takiben 6.6 0.6 219 23
48 saat 123 17 P1<0.01| 17.8 19 | P1<0.01
96 saat 233 27 P1 <0.01 | 134 18 | P1<0.01
2. grup | perflizyonu
takiben 6.2 09 P2>0.05 | 23.7 3.1 P2 >0.05
48 saat 96 17 P1<0.01 | 204 16 | PI<001
P2 <0.05 P2 < 0.05
96 saat 151 2.7 PI1 <0.01 176 16 P1<0.01
P2>0.05 P2<0.01

2. grupta renal dokuda lipid peroksidasyonu istatistiksel olarak an-
lamli gekilde diisik P<0.01). Doku glutatyon diizeyi 2. grupta

belirgin sekilde yiiksek bulundu (P<0.01).

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

Gruplar Perfiizyon P degeri  Perfiizyon
oncesi sonrasli

Lgrup 48 saat 1603 7.9 336.5 31.2 P1 < 0.001
96 saat  175.6 7.0 Pl r>0.05 641.3 49.4 Pl <0.001
2.grup 48 saat 1652 103 P2>0.05 196.4 28.3 P1 < 0.001
P2<0.001
96 saat 173.8 6.8 Pl <0.05 376.6 35.8 P1 < 0.001
P2>0.05 P1 < 0.001

1. grupta perfiizyon sonrasit kan LDH diizeylerinde 48 ve 96 saatlik
reperfiizyon sirasinda anlamli artig goriiliirken ( P<0.001), 2. grupta
LDH diizeyleri 48 ve 96 saatlik basit soguk koruma sonrasi reperfiiz

yon sirasinda anlamli sekilde diisiik idi (P<0.001)

TARTISMA

Basit soguk koruma sonrasi renal allograftta perfiiz-
yon parametrelerinde diisiis bir ¢cok arastirmacilar ta-
rafindan tesbit edilmisdir (11, 12). Calismamizda da
48 ve 96 saat prezervasyon sonrasi Ozellikle 1. grupta
MPF parametresinin  azalmasi literatlir bilgileri ile
uyumludur.

Soguk iskemi sonrasi doku dolasimini engelleyen
faktorler arasinda vazokonstriktorlerin yam sira arteriol
ve kapilerlerde olusan eritrosit birikimi 6nemlidir. (2).
Ozellikle iskemik hasar goren bobreklerde yikama per-
flizyonu sirasinda kirmizi kan elemanlarinin
kapilerlerde biriktigi gosterilmektedir (12). Bizde per-
fiizyon sonrast renal doku arteriol ve kapilerlerinde
belirgin eritrosit agregasyonuna rastladik.

Iskemiye bagl hiicrelerde ATP tiikkenmesi sonucu
Ca hiicre membran proteinlerine baglanarak eritrositleri
daha az  elastik duruma getirmektedir (13).
Elastikiyetini kaybeden eritrositler kapilerin tikanmasi-
na neden olabilir. (12). 96 saat prezervasyon sonrasi
reperfiizyon yapilan bobrek dokularinin EM
incelenmesinde elastikiyetini kaybeden eritrositlerin

kapilerin tikanmasina yol actigr gorilmiistiir (resim 3)




1. grupta (48 saat prezervasyon sonrasi eritrositler ara-
sinda gortiilen agliitinasyon ve eritrositlerin endoteliuma
adhezyonu uzun sireli basit soguk korumada gelisen
mikrosirkiilasyon bozukluklarinin en Onemli
nedenlerindendir. Ote yandan 96 saat prezervasyon
sonrasi kanla yapilan reperfiizyon sirasinda endotel
defektleri ve eritrosit ekstavazasyonu gorildii. Litera-
tiirde kapiler endoteliumunda defekt olusmast ve
bunun da otolog kanla reperfiizyon sirasinda fibrin
birikimine neden olmasi makina perfiizyonu yapilan
gruplarda tarif edilmistir (14).Yikama perflizyonu sira-
sinda hipoterminin olusturdugu vazokonstriksiyonun
allograftin perfiizyon Kkalitesini etkiledigi, reperfiizyon
doneminde mikrosirkiilasyonu bozdugu belirtilmektedir
“4). hafif hipotermik

olmakla asamali yapilan perfiizyonun ilk perfiizyon ve

Calismamizda ilk donemi

96 saat hipotermi sonrasi reperfiizyon sirasinda MPF
parametresini klasik perfiizyon yontemi kullanilan
grupla karsilastirildiginda belirgin sekilde yiikselttigi-
ni tesbit ettik. Bu veriyi elektron-mikroskopik inceleme
bulgular ile birlikte degerlendirdigimizde asamali per-
fiizyon yonteminin arteriol ve kapilerleri kan elemanla-
rindan arindirarak reperfiizyon doneminde daha iyi

mikrosirkiilasyon i¢in olanak sagladigi 1lmakta-

dir. 48 ve 96 saat soguk iskemiyi takiben Kanla yapilan
reperfiizyon sirasinda 2. grupta idrar ¢ikarma oranlari
ve proksimal tubullis hiicrelerinin ultrastriiktiirel
durumu I. grupla karsilastirildiginda asamali flushout
yonteminin prezervasyon siiresince allograftin daha az
hasar gormesine neden oldugu gortistine vardik.

Son yillar allograftin doniigiimsiiz selliiler hasar
gormesinde iskemik ve postiskemik donemlerde olusan
reaktif oksijen metabolitlerinin rolii kanitlanmistir
(15). Oksijen metabolizma triinleri: superoksid
radikalleri, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksid ve
lipid peroksidler hipoksik durumda adenozin monofos-
fatin trik aside ve diger katabolik iirlinlere doniigmesi
reperfiizyon sirasindaki otooksidasyon sonucu olusur.
Radikaller lipid peroksidasyonunu artirarak hiicre
membraninin ve diger organellcrin hasar gormesine yol
agarlar (16). Dokuda olan glutatyonun serbest oksijen
radikallerinin inhibe olunmasinda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Bu faktoriin sicak ve soguk iskemi siire-
since tikkenmekte oldugu saptanmustir (17).

Calismamizda renal allograftta iskemik hasarin
boyutunun belirlenmesi amaciyla doku lipid
peroksidasyon ve glutatyon diizeyleri Olciildi. Asamali
perfiizyon yapilan grupta kontrol grubu ile karsilasti-
rildiginda hem ilk perflizyonu takiben, hem de 48 ve 96
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saat prezervasyon sonrasi kanla yapilan reperfiizyon si-
rasinda doku lipid peroksidayon diizeyi daha dustk,
glutatyon diizeyi ise yuksek bulundu. Bu durum asama-
I1 perfiizyonun renal dokuda daha iyi perfiizyon sagla-
yarak glutatyon ve diger serbest oksigen radikalleri in-
hibitorleri iceren UW soliisyonunun kapilerlere
yeterince ulagmasi ile izah edilebilir.

Iskemi sirasinda selliiler hasarlari degerlendirmek
amaciyla perfuzatta LDH aktivitesinin Olclilmesi yarar
saglamaktadir (12). Calismamizda reperfiizyon ama-
ciyla otolog kan kullanildigindan perflizyon Oncesi ve
sonrast kanda LDH aktivitesi olgiilmiistiir. Elde edilen
bulgular 2. grupta reperfiizyon sonrast kan LDH
aktivitesinin belirgin sekilde diisiik oldusunu ve dola-
yis1 ile renal dokunun daha az hasar gordigiinii goster-
mektedir.

Sonug olarak, klasik perfiizyon sonrasi arteriol ve
kapilerlerde sik olarak goriilen eritrosit agregasyonu,
48 ve 96 saatlik prezervasyon sonrasi eritrosit agliiti-
nasyonu ve adhezyonu, doku lipid peroksidasyon diize-
yinde artig, allograftta gelisen en 6nemli iskemik hasar
bulgular1 olarak degerlendirildi. Allograftin yikama
perflizyonu sirasinda asamali perflizyon yOdnteminin
kullanilmasinin hipotermiye bagli vazokonstriksiyonu
onleyerek renal dokunun kan elemanlarindan arinmasi-
na ve reperfiizyon asamasinda daha iyi mikrosirkiilas-
yon i¢in gereken sartlarin olugsmasina neden oldugunu
disiinmekteyiz. Reperfiizyon sirasinda graftin
fonksiyonel ve perflizyon parametrelerinin kontrol
grubundan belirgin sekilde yiiksek olmasi, doku lipid
peroksidasyon ve kan LDH diizeyinin istatistiksel an-
lamli diigiik bulunmasi yontemin iskemik-reperfiizyon
hasarlar lizerine hafifletici etkisini kanitlamaktadir.
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