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OZET

Kadaverik renal transplantasyonda postoperatif
allograft disfonksiyonu insidansini etkileyen en onem-
li faktorlerden biri olarak prezervasyon amaciyla kul-
lanilansoliisyon gosterilmektedir. Calismamizin ama-
ct 96 saatlik basit soguk koruma ile renal prezervas-
yonda soguk iskeminin allograft iizerine olumsuz etki-
lerini ultrastriiktiirel ve biokimyasal olarak o6grenmek
ve bu hasarlarin 6nlenmesinde Wisconsin Universite-

si (UW) soliisyonununetkinligini arastirmaktadir.

Birinci grupta tavsanlara nefrektomi, Euro-Collins
(EC) soliisyonu ile perfiizyon, 48 ve 96 saat sonra ay-
nt hayvandan alimmis kanla perfiizyon uygulandi,
ikinci grupta perfiizyon ve prezervasyon UW solasyo-
nu ile yapildi. Bébreklerden alinan parcalarda elekt-
ron-mikroskopik inceleme yapilarak lipit peroksidas-
yon ve glutatyon diizeylerine bakildi. Birinci grubun
EM incelemesinde eritrosi birikimi, 24 saat prezer-
vasyon sonrasi eritrositlerin agliitinasyonu ve endote-
liyuma yapismast esas bulgu idi. Reperfiizyon yapilan
bobreklerde ise endotel zedelenmesi ve eritrosit eks-
travazasyonuna rastlandi. Ikinci grupta eritrosit biri-
kimine rastlanmasina ragmen, 24 saat prezervasyon
boyunca agliltinasyon veadhezyon goriilmedi, tubulus
mitokondriumlan ve mikrovUluslari daha iyi korun-
mustu, reperfiizyon sirasinda eritrosit ekstravazasyo-
nu seyrekti.

UW soliisyonunun renal dokuda glutatyon diizeyini
yiiksek tutarak, mitokondriumlarin vemikrovilluslarin
daha az hasar gérmesine neden oldugu, 24 saat pre-
zervasyon boyunca eritrositlerin endotel membranina
adhezyonunu onledigi ve dolayisiyla iskemik reper-

Sfiizyon hasarlarini hafiflettigi goriisiine vardik.

Anahtar Kelimeler: Renal transplantasyon, Wis-
consin soliisyonu, Iskemik reperfiizyon

SUMMARY
The preservation solution in cadaveric renal trans-
plantation has been shown to be one of the major fac-
tors influencing the incidence of postoperative allog-
raft dysfunction. The purpose of our study was to exa-
mine the ultrastructural and biochemical adverse ef-
fects of cold ischemia in the renal preservation with
simple cold storage, and to investigate the efficacy of
University ofWiscosin (UW) solution in the preventi-
on of these adverse effects.

Rabbits in the first group underwent nephrectomy
and perfused with the Euro-Collins (EC) solution, af-
ter 48 and 96 hours reperfusion was done with the
blood of the same animal. Perfusion and preservation
in the second group was done with the UW solution.
The samples from the kidney were examined under
electron-microscopy (EM) and lipid peroxidation and
glutation levels were analysed. In the EM examination
of the first group; red blood cell (RBC) trapping, eryt-
hrocyt agglutation and endothelium adhesion were
the major findings after 24 h duration of preservati-
on. Endothelial defects and erythrocyte extravasation
were observed in the kidneys underwent reperfusion.
Although RBC trappingwas seen in the second group,
agglutination and adhesionwas not seen in the 24 h
preservation time. Mitochondria of the tubulus and
microvilli were better protected and the erythrocyte
extravasation was less prominent.

We concluded that UW solution causes less dama-
ge to the mitochondria and microvilli by maintaining
hight glutation levels; prevents the adhesion of eryt-
hrocytes to the endothelium membrane during 24 h
preservation; thereby lessening the damage caused by

ischemic reperfusion.

Key Words: Renal transplantation, Wisconsin
solution, Ischemia-reperfusion
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GIRIS

Kadavirek renal transplantasyonda akut tubuler
nekroz (ATN) insidanst %32-69 arasinda degismekte-
dir (1,2). ATN erken postoperatif donemde hemodializ
gereksinimi olusturmak ve immunosuprcssif tedavi
imkanlarini kisitlamanin yani-sira allograftin 1 ve 5
yillik yasam stiresini de etkilemektedir (3). Bu komp-
likasyonun onlenmesinde verici ve aliciya bagh faktor-
lere ve iskemik reperfiizyon hasarlarini minimale in-
dirmeye yardim eden prezervasyon sollisyonlarina
onem verilmektedir (4).

Baslangicta karaciger ve pankreas prezervasyonu
icin dustiniilen ve bu organlarin soguk koruma stiresini
arttirmakla birlikte fonksiyon gostergelerini iyi yonde
etkileyen Wisconsin Universitesi soliisyonu kisa siire-
de bobrek naklinde de gereken yerini almistir (5). Ya-
pilan bircok deneysel ¢alismada UW soliisyonunun di-
ger sollisyonlarla karsilastirildiginda vaskiiler endote-
liumu daha iyi korudugu ve yeniden kanlanma sirasin-
da renal mikrosirkiilasyonu iyilestirdigi tespit edilmisg-
tir (6). Fakat Biising ve ark. caligmalarinda UW ve Eu-
ro-Collins (EC) soliisyonu ile insituyikanmig ve ayni
soliisyonlarda reperfiizyondan 30 dak -ot'-a alinmig
biopsilerin elektron-mikroskopik incel' de hiicre
ve mitokondriumlarda 6dem, tubulus fircamsi kenar
defektleri ve tubuler nekrozacisindan fark bulamamis-
lardir (7).

Eurotransplantin ¢okmerkezli siirdiigu bir ¢alisma-
da ise UW soliisyonun EC soliisyonu ile karsilastiril-
diginda ATN insidansin1 %10 azalttig1 gosterilmekte-
dir (1). Ote yandan UW soliisyonun total adenin nukle-
otid azalmasimin 6énemli bir bulgu oldugu iskemik ha-
sarli bobreklerin prezervasyonunda yararli oldugu go-
risi hakimdir (8).

Caligmanin amacim basit soguk koruma ile renal
prezervasyonda 96 saatlik soguk iskemi siiresince ve
reperflizyon sirasinda dokularda olusan hasarlar ult-
rastriiktiirel ve biokimyasal olarak incelemek, bu hasar-
larin 6nlenmesinde UW soliisyonunun etkinligini aras-
tirmak olusturmaktadir.

MATERYAL METOD

Deney olarak agirligi 2.25-2.5 kg olan Yeni-Zelan-
da tavsanlari kullanildi. TV pentobarbital 20mg/kg +
ketamin 25 mg/kg boliis + 1 mg/kg/dak inflizyon anes-
tezisi altinda laparotomi ve bilateral nefrektomi yapil-
di. Ameliyat sirasinda 50 mg/kg serum fizyolojik in-
fiizyonu yapildi.

1. Grup (n=12): 1V 250 U/kg Heparin verildikten 3
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dk. sora nefrektomi yapildi. Bobrek arterlerine 20 G
plastik kaniil yerlestirildi, bobrek eriyen buzlarin igeri-
sine alinarak 4 °C EC soliisyonu ile 100 cm H2O ba-

singda 20 dak perfiize edildi (sicak iskemik donem: 2
dak).

ikinci grupta (n=12) perfiizyon ve prezervasyon
UW soliisyonu ile yapildi.

Her iki grupta ameliyat sirasinda aorta kaniilize
edilerek 160 cc arteriyel kan sirathi arteriyel kan sitrath
torbaya alindi ve 4 °C'de korundu. 48 (n=6) ve 96 saat

(n=6) prezervasyon sonunda kan 37 °C'yekadar 1sitila-
rak 100 cm H2O basingta 30 dak renal arterden reper-
fiizyon uygulandi. ilk perfiizyon ve kanla reperfiizyon
sirasinda bobrek agirligl, perfiize olunan sivi miktari
ve perflizyon stiresi dikkate alinarak ortalama perfusat
akim hizi (median perfusate flow-MPF; ml/dak/100 g
doku) hesaplandi. Reperflizyonu takiben renal korteks
ve medulladan elektron mikroskopik (EM) inceleme
icin pargalar alindi. Kesitler 4% glutaraldehid soluyo-
nuna konuldu. Milloning phosphat buffer ile 6n fiksas-
yon, 1% OsO" post fiksasyondan ve dehidratasyondan

sonra araldit ortamina gomiildii.

ilk perfiizyon ve reperfiizyon sonrasi renal dokuda
lipid peroksidasyon diizeyini degerlendirmek icin lipid
peroksidasyonun son 1iriinii olan Malondialdehid
(MDA) ol¢iimii Trotta ve ark. tarif ettigi yontemle ya-
pild1 (9); doku glutatyon diizeyine Ellman yontemiyle
bakild1 (10). Perflizyon Oncesi ve sonrasi kan ornekle-
rinde laktat dehidrogenaz (LDH) konsantrasyonu Buhl
yontemiyle kontrol edildi (11).

Kontralateral bobrekler EC boliisyonu ile perfiiz-
yon uygulanarak perfiizyonu takiben, 12, 24, 48, 72, 96
saat prezervasyon sonrast EM incelenmeye alindi, per-
flizyonu takiben renal dokuda lipidperoksidasyon ve
glutatyon diizeylerine bakildi.

Elde edilen veriler istatistiksel olarak student t testi
ile degerlendirildi.

BULGULAR

Oncelikle yikama ve reperfiizyon sirasinda perfiiz-
yon parametreleri hesaplandi. Gruplarda ilk perfiizyon
sirasinda MPF parametreleri arasinda istatistiksel ola-
rak anlamh fark bulunamadi (>0.05). 48 saat prezer-
vasyon sonrasi kanla yapilan reperfiizyon sirasinda ise
2. grupta MPF 1. gruba oranla istatistiksel olarak an-
lamh sekilde yiiksek bulundu (p<0.01). 96 saat SCS
sonrast 1. grupta kanla reperfiizyon yeterli olmadi (no-



reflow phenomenon), 2. grupta MPF'de diisiis olmasi-
na ragmen (p<0.01) renal doku homogen sekilde kanla
reperfiize oldu (grafik 1).
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Grafik 1. Gruplarda ortalama akim hiz1 degerleri

Kanla reperfliizyon sirasinda idrar cikisi 1. grupta
gorilmezken, 2. grupta 48 saat SCS sonrasi 3 bobrekte
9-21 cc olarak, 2 bobrekte ise 2.5-4.0 cc olarak gozlen-
di.

Kontrlateral bébreklerin (reperflizyon yapilmayan)
EM incelemesinde her 2 grupta arteriollerde, glomerti-
ler ve peritubuler kapillerlerde eritrosit birikimine rast-
land1. Her 2 grupta perfiizyonu takiben ve 12 saat pre-
zervasyon sonrasi belirgin iskemik hasara rastlanmaz-
ken, 24 ve48 saat koruma sorasi 1. grupta proksimal
tubulus epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, mitokondri-
umlarda krista harabiyetine rastlanildi.

Birinci grup bobreklerde 24 saat prezervasyon
sonrasi eritrositler arasinda agliitinasyon, eritrositlerde
endoteliyum arasinda adhezyon gortiliirken (Resim 1),
2. grupta 24 saat soguk iskemi sonrasi kapillerlerde bi-
rikmig eritrositlerde agliitinasyon, endoteliyuma ad-
hezyon rastlanilmadi (Resim 2). Fakat 48 saat prezer-
vasyonu takiben bu tip belirliler goriildii.
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Resim 1. Peritubuler kapillerde eritrositler arasin-
da agliitinasyon, eritrositlerde endoteliyum arasin-
da adhezyon (x 32 440)
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Resim 2. Peritubuler kapillerde eritrosit agregas-
yonu: Agliitinasyon ve endoteliuma adhezyon yok-
tur. UW soliisyonu gurbu (x 10 600)

72 saat hipotermik koruma sonrasi her 2 grupta
proksimal tubulus epitel hiicrelerinde dejeneratif degi-
siklikler artarken 2. grupta mitokondrium Kkristalar1 ve
epitelin fircamsi kenarlari daha iyi korunmustu. 96 sa-
at prezervasyon sonrast mitokondriumlarda sisme ve
krista kaybinin yani sira, tubulus limenin sigmig mik-
rovilliisler ve sitoplazmik debrislerle tikanmig oldugu
goriildii. 72 ve 96 saat prezervasyon sonrasi her 2
grupta eritrosit adhezyonu goriilen bolgelerde kapiler
endotelium devamliliginda bozulma tespit edildi.

48 saat prezervasyonu takiben kanla reperfiizyon
yapilan bobreklerde; 1. grupta proksimal tiibiiliis epitel
hiicrelerinde orta ve yer yer ileri derecede vakuolizas-
yon, mitokondriumlarda krista kaybi, mikrovilluslarda
sisme gorildii. 96 saat sonra reperfiizyon yapilan bob-
reklerde bu bulgular daha derindi ve lokal olarak epitel
hiicresi niivesi invaginasyonu, tubulus liimeninin sitop-
lazmik debrisler ve sismis mikrovilliislerle tikanmasi-
na rastlanildi. Sik goriilen belirtilerden biri de endote-
lial defektler ve cok sayida eritrosit ekstravazasyonu
idi (Resim 3)
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Resim 3. Kanla reperfiizyon yapilan 1. grupta ka—
pillerde endotelial defekt ve cok sayida eritrosit
ekstravazasyonu (x 3 600).



2. Grupta 48 saat sonra tubuliis hiicreleri ve onlarin
mitokondriumlart 1. gruba ve reperflizyon yapilmayan
2. gruba (48 saat) oranla daha iyi durumda idi (Resim
4). 96 saat sonra reperfiizyon yapilan bobreklerde ise
iskemik hasarlar orta ve yer yer ileri derecede idi, fakat
eritrosit ekstrava/asvonuna daha sevrek rastlamldi.
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Resini 4. kanla reperfiizyon yapilan 2. grupta
proksimal tubulus epitel hiicresi mitokondrium ve
kristalari iyi korunmus (x 3 600)

Gruplar arasinda reperfiizyonu takiben renal doku-
larda lipid peroksidasyon diizeyinde istatistiksel anlam-
It fark bulunamazken (P>0.05), UW soliisyonu grubun-
da glutatyon miktar1 daha ytiksekti (P>(> 48 ve 96
saat prezervasyon sonrasi yapilan reperruzyon sirasin-
da 1. gruba oranla 2. grupta renal dokuda lipid peroksi-
dasyon diizeyi istatistiksel olarak anlamli sekilde dii-
siik, glutatyon diizeyi ise yiiksek bulundu (P<0.01)
(Tablo 1).

Tablo 1. Renal dokuda lipid peroksidasyon

ve glutatyon diizeyleri.

Tablo 2. Perfiizyon 6ncesi ve sonrasi kanda
LDH (U/L) degerleri.

Gruplar Lipid peroxidasyonu  Glutatyon
MDA ng/g umol/g

1. grup  perfliizyonu takiben 7.2 0.9 18.8 2.6
48 saat 16.5 2.6 109 2.1
96 saat 29.4 35 7.0 11

2. grup perflizyonu takiben 6.6 0.6 21.923
48 saat 12.3 1.7 17.8 19
96 saat 23.3 27 134 18

Birinci grupta perfiizyon sonrasi kan LDH diizeyle-
rinde 48 ve 96 saatlik reperfiizyon sirasinda anlaml
artig gortliirken (P<0.001), 2. grupta LDH diizeyleri
48 ve 96 saatlik SCS sonrasi reperfiizyon sirasinda 1.
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
idi (P<0.001) (Tablo 2)
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Gruplar Perfiizyon 6ncesi Perflizyon sonrastt
1. grup 48 saat 166 8 383 36
96 saat 179 9 1014 94
2. grup 48 saat 160 7 262 31
96 saat 175 7 611 39
TARTISMA

Transplantasyon amaci ile organin hazirlanmasi si-
rasinda kaginilmaz olan sicak ve soguk iskemi sonucu
olusan hasarlar reperfiizyon doneminde allograftda kii-
¢iik damarlarda dolasim bozukluklarina yol agmakta-
dir (12). "No-reflow" adlandirilan bu durumun patoge-
nezinde iskemik epizoda bagli kapiler ve arteriollerde
gorilen eritrosit birikimine 6nem verilmektedir (12).
Adenosin triphosphatin (ATP) tiikenmesi veya hipoter-

minin Ca  ATP-ase fermentini inaktive etmesi ile
kalsiyumun membran proteinlerine baglanmasi sonucu
eritrositlerin rigid duruma gelerek kapilerin tikanmasi-
na yol actig1 diisinilmektedir (13). Caligmamizda her
2 grupta arteriol ve kapillerlerde belirgin eritrosit agre-
gasyonu tespit edildi.

Fakat Booster ve ark. iskemik hasarli renal allgraft-
larda eritrosit agregasyonunun yalniz sintigrafik olarak
nonperfiize alanlarla sinirli olmadigini tespit etmisler-
dir (14). Anaise ve ark. Collins sollisyonu ile perfliz-
yon sirasinda olusan glomertiler eritrosit birikiminin
her zaman mekanik tikanmalara neden olmadigini be-
lirtmislerdir (15).

Calismamizda 1. grupta 24 saat prezervasyon
sonrasi eritrositler arasinda agliitinasyon, eritrositlerle
endotelium arasinda adhezyon ve soguk iskeminin
72 saat oldugu durumlarda adhezyon bolgelerinde en-
dotel biitiinliigliniin bozuldugu gorildi. 2. grupta 24
saat prezervasyonu takiben eritrositler arasinda agliiti-
nasyon ve adhezyon belirtileri olmadigi, bu tiir degi-
sikliklerin 48 saat hipotermi sonrasi rastlanildigi sap-
tandi. Kanimizca eritrositlerin agliitinasyonu ve endo-
teliyuma adhez yonu reperfiizyon sirasinda goriilen
no-reflow fenomeni nedenleri arasinda 6nemli yer al-
maktadir.

Kadaverik renal transplantasyonda allograftin do-
nigiimsiiz degisiklikler olusmadan uygun alict bulu-
nana ve alicinin ameliyata hazirlanmasina, gerektigi
takdirde organin diger transplant merkezlerine nakil
edilmesine olanak saglayan zaman diliminde korunma-
st 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Ote yandan soguk
iskemi siiresinin >24 saat olan allograftlarda akut tiibii-

ler nekroz insidansinin ylkselmesi ve allograft yasam




stiresinin azalmasi goriilmiustiir (16, 17). Bobreklerin
hipotermik ortamda uzun siireli korunmasi sirasinda en
stk gorilen morfolojik degisiklikler ATP tiikenmesi
sonucu proksimal tubulusepitel hiicrelerinde mitokond-
rium harabiyeti, mikrovillus hasar1 ve vaskiiler endote-
liumda olusan dejenerasyondur (18). UW soliisyonu
iceriginde olan glutatyon ve adenozin sayesinde iskemi
siiresinde oksijen radikallerinin sitotoksik etkisini azal-
tir, reperfiizyon doneminde ATP sentezini stimule eder
ve dolayisiyla iskemiye hassas proksimal tubulus epi-
tel hiicrelerinin daha iyi korunmasina olanak saglar (4).
Bir cok deneysel calismada UW soliisyonunun EC so-
lisyonu ile karsilastirildiginda hipotermi siiresine
bagl vaskiiler endoteliumda olusan hasarlar1 azalta-
rak, reperflizyon doneminde renal hemodinami ve mik-
rosirkiilasyon parametrelerini olumlu etkiledigi yoniin-

de bulgular sunulmustur (6, 19).

Bizim calisgmamizda <72 saat prezervasyon siire-
since UW soliisyonunun EC grubu ile karsilastirildi-
ginda tubulus epitelinde mitokondriumlarda krista kay-
bim azalttigl, hiicre ve mikrovillusvakuolizasyonunu
belirgin sekilde Onledigi gozlenmistir. UW soliisyonu
SCS
sonrasi aynt hayvanin kani ile yapilan reperfiizyon si-
rasinda MPF'in EC grubuna oranla istatistiksel olarak

ile prezervasyon yapilan grupta 48 ve 96 saat

anlamli derecede yiiksek bulunmasi mikrosirkiilasyo-
nundaha iyi korunmasinin gostergesidir.

Dokuda olan glutatyonun iskemi siiresince tiiken-
mekte oldugu, bu faktériin H O , lipid peroksidler, di-
sulfidler, askorbat ve serbest oksijen radikallerinin in-
hibe olunmasinda 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir
(20). Glutatyonun UW soliisyonun esas komponentle-
rinden biri olmasina ragmen iskemik-reperfiizyon ha-
sarlar sirasinda renal dokuda lipid peroksidasyon ve
glutatyon diizeylerini arastiran caligmalara literatiirde
rastlayamadik. Bizim calismamizda 48 ve 96 saatlik
soguk korumayi takiben yapilan reperfiizyon sonrasi
UW grubunda EC grubuna oranla lipid peroksidasyo-
nun istatistiksel olarak anlamli sekilde disiik, glutat-
yon diizeyinin yiiksek oldugu tespit edildi. Perfiizyon
sonrast LDH diizeyinin UW grubunda daha diistik bu-
lunmasi da bu soliisyonla prezervasyonda organin daha
az iskemik hasara ugradigini kauutlayici niteliktedir.

Sonug olarak deneysel caligmamizda elde ettigimiz
bulgular EC soliisyonu ile kargilastirildiginda U\V so-
liisyonu ile prezervasyonun renal allograftin iskemik-
reperfiizyon hasarlarini hafiflettigini dusiindiirmekle-
dir. UW soliisyonunun reperfiizyon sirasinda mikrosir-
kiilasyonu iyilestirmesi kanimizca onlarin > 48 saat
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prezervasyon sliresince eritrosit agliitinasyon ve adhez-
yonunu Onlemesi, 72 saatlik hipotermik koruma siire-
since tubulus epitelinde ve vaskiiler endoteliumda olu-
san hasarlar hafifletmesi ile izah edilebilir.
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