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ÖZET

Kadaverik renal transplantasyonda postoperatif

allograft disfonksiyonu insidansını etkileyen en önem-

li faktörlerden biri olarak prezervasyon amacıyla kul-

lanılansolüsyon gösterilmektedir. Çalışmamızın ama-

cı 96 saatlik basit soğuk koruma ile renal prezervas-

yonda soğuk iskeminin allograft üzerine olumsuz etki-

lerini ultrastrüktürel ve biokimyasal olarak öğrenmek

ve bu hasarların önlenmesinde Wisconsin Üniversite-

si (UW) solüsyonununetkinliğini araştırmaktadır.

Birinci grupta tavşanlara nefrektomi, Euro-Collins

(EC) solüsyonu ile perfüzyon, 48 ve 96 saat sonra ay-

nı hayvandan alınmış kanla perfüzyon uygulandı,

ikinci grupta perfüzyon ve prezervasyon UW solasyo-

nu ile yapıldı. Böbreklerden alınan parçalarda elekt-

ron-mikroskopik inceleme yapılarak lipit peroksidas-

yon ve glutatyon düzeylerine bakıldı. Birinci grubun

EM incelemesinde eritrosi birikimi, 24 saat prezer-

vasyon sonrası eritrositlerin aglütinasyonu ve endote-

liyuma yapışması esas bulgu idi. Reperfüzyon yapılan

böbreklerde ise endotel zedelenmesi ve eritrosit eks-

travazasyonuna rastlandı. İkinci grupta eritrosit biri-

kimine rastlanmasına rağmen, 24 saat prezervasyon

boyunca agliltinasyon veadhezyon görülmedi, tubulus

mitokondriumlan ve mikrovUlusları daha iyi korun-

muştu, reperfüzyon sırasında eritrosit ekstravazasyo-

nu seyrekti.

UW solüsyonunun renal dokuda glutatyon düzeyini

yüksek tutarak, mitokondriumların vemikrovillusların

daha az hasar görmesine neden olduğu, 24 saat pre-

zervasyon boyunca eritrositlerin endotel membranına

adhezyonunu önlediği ve dolayısıyla iskemik reper-

füzyon hasarlarını hafiflettiği görüşüne vardık.

Anahtar Kelimeler: Renal transplantasyon, Wis-

consin solüsyonu, İskemik reperfüzyon

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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GİRİŞ

Kadavirek renal transplantasyonda akut tubuler

nekroz (ATN) insidansı %32-69 arasında değişmekte-

dir (1,2). ATN erken postoperatif dönemde hemodializ

gereksinimi oluşturmak ve immunosuprcssif tedavi

imkanlarını kısıtlamanın yani-sıra allograftın 1 ve 5

yıllık yaşam süresini de etkilemektedir (3). Bu komp-

likasyonun önlenmesinde verici ve alıcıya bağlı faktör-

lere ve iskemik reperfüzyon hasarlarını minimale in-

dirmeye yardım eden prezervasyon solüsyonlarına

önem verilmektedir (4).

Başlangıçta karaciğer ve pankreas prezervasyonu

için düşünülen ve bu organların soğuk koruma süresini

arttırmakla birlikte fonksiyon göstergelerini iyi yönde

etkileyen Wisconsin Üniversitesi solüsyonu kısa süre-

de böbrek naklinde de gereken yerini almıştır (5). Ya-

pılan birçok deneysel çalışmada UW solüsyonunun di-

ğer solüsyonlarla karşılaştırıldığında vasküler endote-

liumu daha iyi koruduğu ve yeniden kanlanma sırasın-

da renal mikrosirkülasyonu iyileştirdiği tespit edilmiş-

tir (6). Fakat Büsing ve ark. çalışmalarında UW ve Eu-

ro-Collins (EC) solüsyonu ile insituyıkanmış ve aynı

solüsyonlarda reperfüzyondan 30 dak -ot"-a alınmış

biopsilerin elektron-mikroskopik incel' de hücre

ve mitokondriumlarda ödem, tubulus fırçamsı kenar

defektleri ve tubuler nekrozaçısından fark bulamamış-

lardır (7).

Eurotransplantın çokmerkezli sürdüğü bir çalışma-

da ise UW solüsyonun EC solüsyonu ile karşılaştırıl-

dığında ATN insidansını %10 azalttığı gösterilmekte-

dir (1). Öte yandan UW solüsyonun total adenin nukle-

otid azalmasının önemli bir bulgu olduğu iskemik ha-

sarlı böbreklerin prezervasyonunda yararlı olduğu gö-

rüşü hakimdir (8).

Çalışmanın amacım basit soğuk koruma ile renal

prezervasyonda 96 saatlik soğuk iskemi süresince ve

reperfüzyon sırasında dokularda oluşan hasarları ult-

rastrüktürel ve biokimyasal olarak incelemek, bu hasar-

ların önlenmesinde UW solüsyonunun etkinliğini araş-

tırmak oluşturmaktadır.

MATERYAL METOD

Deney olarak ağırlığı 2.25-2.5 kg olan Yeni-Zelan-

da tavşanları kullanıldı. ÎV pentobarbital 20mg/kg +

ketamin 25 mg/kg bolüs + 1 mg/kg/dak infüzyon anes-

tezisi altında laparotomi ve bilateral nefrektomi yapıl-

dı. Ameliyat sırasında 50 mg/kg serum fizyolojik in-

füzyonu yapıldı.

1. Grup (n=12): İV 250 U/kg Heparin verildikten 3

dk. sora nefrektomi yapıldı. Böbrek arterlerine 20 G

plastik kanül yerleştirildi, böbrek eriyen buzların içeri-

sine alınarak 4 °C EC solüsyonu ile 100 cm H2O ba-

sınçda 20 dak perfüze edildi (sıcak iskemik dönem: 2

dak).

İkinci grupta (n=12) perfüzyon ve prezervasyon

UW solüsyonu ile yapıldı.

Her iki grupta ameliyat sırasında aorta kanülize

edilerek 160 cc arteriyel kan siratlı arteriyel kan sitratlı

torbaya alındı ve 4 °C'de korundu. 48 (n=6) ve 96 saat

(n=6) prezervasyon sonunda kan 37 °C'yekadar ısıtıla-

rak 100 cm H2O basınçta 30 dak renal arterden reper-

füzyon uygulandı. İlk perfüzyon ve kanla reperfüzyon

sırasında böbrek ağırlığı, perfüze olunan sıvı miktarı

ve perfüzyon süresi dikkate alınarak ortalama perfusat

akım hızı (median perfusate flow-MPF; ml/dak/100 g

doku) hesaplandı. Reperfüzyonu takiben renal korteks

ve medulladan elektron mikroskopik (EM) inceleme

için parçalar alındı. Kesitler 4% glutaraldehid soluyo-

nuna konuldu. Milloning phosphat buffer ile ön fiksas-

yon, 1% OsO^ post fiksasyondan ve dehidratasyondan

sonra araldit ortamına gömüldü.

İlk perfüzyon ve reperfüzyon sonrası renal dokuda

lipid peroksidasyon düzeyini değerlendirmek için lipid

peroksidasyonun son ürünü olan Malondialdehid

(MDA) ölçümü Trotta ve ark. tarif ettiği yöntemle ya-

pıldı (9); doku glutatyon düzeyine Ellman yöntemiyle

bakıldı (10). Perfüzyon öncesi ve sonrası kan örnekle-

rinde laktat dehidrogenaz (LDH) konsantrasyonu Buhl

yöntemiyle kontrol edildi (11).

Kontralateral böbrekler EC bolüsyonu ile perfüz-

yon uygulanarak perfüzyonu takiben, 12, 24, 48, 72, 96

saat prezervasyon sonrası EM incelenmeye alındı, per-

füzyonu takiben renal dokuda lipidperoksidasyon ve

glutatyon düzeylerine bakıldı.

Elde edilen veriler istatistiksel olarak student t testi

ile değerlendirildi.

BULGULAR

Öncelikle yıkama ve reperfüzyon sırasında perfüz-

yon parametreleri hesaplandı. Gruplarda ilk perfüzyon

sırasında MPF parametreleri arasında istatistiksel ola-

rak anlamlı fark bulunamadı (>0.05). 48 saat prezer-

vasyon sonrası kanla yapılan reperfüzyon sırasında ise

2. grupta MPF 1. gruba oranla istatistiksel olarak an-

lamlı şekilde yüksek bulundu (p<0.01). 96 saat SCS

sonrası 1. grupta kanla reperfüzyon yeterli olmadı (no-
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reflow phenomenon), 2. grupta MPF'de düşüş olması-

na rağmen (p<0.01) renal doku homogen şekilde kanla

reperfüze oldu (grafik 1).

Gruplar

Grafik 1. Gruplarda ortalama akım hızı değerleri

Kanla reperfüzyon sırasında idrar çıkışı 1. grupta

görülmezken, 2. grupta 48 saat SCS sonrası 3 böbrekte

9-21 cc olarak, 2 böbrekte ise 2.5-4.0 cc olarak gözlen-

di.

Kontrlateral böbreklerin (reperfüzyon yapılmayan)

EM incelemesinde her 2 grupta arteriollerde, glomerü-

ler ve peritubuler kapillerlerde eritrosit birikimine rast-

landı. Her 2 grupta perfüzyonu takiben ve 12 saat pre-

zervasyon sonrası belirgin iskemik hasara rastlanmaz-

ken, 24 ve48 saat koruma sorası 1. grupta proksimal

tubulus epitel hücrelerinde vakuolizasyon, mitokondri-

umlarda krista harabiyetine rastlanıldı.

Birinci grup böbreklerde 24 saat prezervasyon

sonrası eritrositler arasında aglütinasyon, eritrositlerde

endoteliyum arasında adhezyon görülürken (Resim 1),

2. grupta 24 saat soğuk iskemi sonrası kapillerlerde bi-

rikmiş eritrositlerde aglütinasyon, endoteliyuma ad-

hezyon rastlanılmadı (Resim 2). Fakat 48 saat prezer-

vasyonu takiben bu tip belirliler görüldü.

Jr «s.

Resim 2. Peritubuler kapillerde eritrosit agregas-
yonu: Aglütinasyon ve endoteliuma adhezyon yok-
tur. UW solüsyonu gurbu (x 10 600)

72 saat hipotermik koruma sonrası her 2 grupta

proksimal tubulus epitel hücrelerinde dejeneratif deği-

şiklikler artarken 2. grupta mitokondrium kristaları ve

epitelin fırçamsı kenarları daha iyi korunmuştu. 96 sa-

at prezervasyon sonrası mitokondriumlarda şişme ve

krista kaybının yanı sıra, tubulus lümenin şişmiş mik-

rovillüsler ve sitoplazmik debrislerle tıkanmış olduğu

görüldü. 72 ve 96 saat prezervasyon sonrası her 2

grupta eritrosit adhezyonu görülen bölgelerde kapiler

endotelium devamlılığında bozulma tespit edildi.

48 saat prezervasyonu takiben kanla reperfüzyon

yapılan böbreklerde; 1. grupta proksimal tübülüs epitel

hücrelerinde orta ve yer yer ileri derecede vakuolizas-

yon, mitokondriumlarda krista kaybı, mikrovilluslarda

şişme görüldü. 96 saat sonra reperfüzyon yapılan böb-

reklerde bu bulgular daha derindi ve lokal olarak epitel

hücresi nüvesi invaginasyonu, tubulus lümeninin sitop-

lazmik debrisler ve şişmiş mikrovillüslerle tıkanması-

na rastlanıldı. Sık görülen belirtilerden biri de endote-

lial defektler ve çok sayıda eritrosit ekstravazasyonu

idi (Resim 3)

Resim 1. Peritubuler kapillerde eritrositler arasın-
da aglütinasyon, eritrositlerde endoteliyum arasın-
da adhezyon (x 32 440)

Resim 3. Kanla reperfüzyon yapılan 1. grupta ka-
pillerde endotelial defekt ve çok sayıda eritrosit
ekstravazasyonu (x 3 600).
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2. Grupta 48 saat sonra tubulüs hücreleri ve onların

mitokondriumları 1. gruba ve reperfüzyon yapılmayan

2. gruba (48 saat) oranla daha iyi durumda idi (Resim

4). 96 saat sonra reperfüzyon yapılan böbreklerde ise

iskemik hasarlar orta ve yer yer ileri derecede idi, fakat

eritrosit ekstrava/asvonuna daha sevrek rastlanıldı.

Tablo 2. Perfüzyon öncesi ve sonrası kanda
LDH (U/L) değerleri.

Resini 4. kanla reperfüzyon yapılan 2. grupta
proksimal tubulus epitel hücresi mitokondrium ve
kristaları iyi korunmuş (x 3 600)

Gruplar arasında reperfüzyonu takiben renal doku-

larda lipid peroksidasyon düzeyinde istatistiksel anlam-

lı fark bulunamazken (P>0.05), UW solüsyonu grubun-

da glutatyon miktarı daha yüksekti (P>(> 48 ve 96

saat prezervasyon sonrası yapılan reperruzyon sırasın-

da 1. gruba oranla 2. grupta renal dokuda lipid peroksi-

dasyon düzeyi istatistiksel olarak anlamlı şekilde dü-

şük, glutatyon düzeyi ise yüksek bulundu (P<0.01)

(Tablo 1).

Tablo 1. Renal dokuda lipid peroksidasyon

ve glutatyon düzeyleri.

Gruplar

1. grup

2. grup

perfüzyonu takiben

48 saat

96 saat

perfüzyonu takiben

48 saat

96 saat

Lipid peroxidasyonu

MDA ng/g

7.2 0.9

16.5 2.6

29.4 3.5

6.6 0.6

12.3 1.7

23.3 2.7

Glutatyon

μmol/g

18.8 2.6

10.9 2.1

7.0 1.1

21.9 2.3

17.8 1.9

13.4 1.8

Birinci grupta perfüzyon sonrası kan LDH düzeyle-

rinde 48 ve 96 saatlik reperfüzyon sırasında anlamlı

artış görülürken (P<0.00l), 2. grupta LDH düzeyleri

48 ve 96 saatlik SCS sonrası reperfüzyon sırasında 1.

gruba oranla istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşük

idi (P<0.001) (Tablo 2)

Gruplar

1. grup

2. grup

48 saat

96 saat

48 saat

96 saat

Perfüzyon öncesi

166 8

179 9

160 7

175 7

Perfüzyon sonrastt

383 36

1014 94

262 31

611 39

TARTIŞMA

Transplantasyon amacı ile organın hazırlanması sı-

rasında kaçınılmaz olan sıcak ve soğuk iskemi sonucu

oluşan hasarlar reperfüzyon döneminde allograftda kü-

çük damarlarda dolaşım bozukluklarına yol açmakta-

dır (12). "No-reflow" adlandırılan bu durumun patoge-

nezinde iskemik epizoda bağlı kapiler ve arteriollerde

görülen eritrosit birikimine önem verilmektedir (12).

Adenosin triphosphatın (ATP) tükenmesi veya hipoter-

minin Ca ATP-ase fermentini inaktive etmesi ile

kalsiyumun membran proteinlerine bağlanması sonucu

eritrositlerin rigid duruma gelerek kapilerin tıkanması-

na yol açtığı düşünülmektedir (13). Çalışmamızda her

2 grupta arteriol ve kapillerlerde belirgin eritrosit agre-

gasyonu tespit edildi.

Fakat Booster ve ark. iskemik hasarlı renal allgraft-

larda eritrosit agregasyonunun yalnız sintigrafik olarak

nonperfüze alanlarla sınırlı olmadığını tespit etmişler-

dir (14). Anaise ve ark. Collins solüsyonu ile perfüz-

yon sırasında oluşan glomerüler eritrosit birikiminin

her zaman mekanik tıkanmalara neden olmadığını be-

lirtmişlerdir (15).

Çalışmamızda 1. grupta 24 saat prezervasyon

sonrası eritrositler arasında aglütinasyon, eritrositlerle

endotelium arasında adhezyon ve soğuk iskeminin

72 saat olduğu durumlarda adhezyon bölgelerinde en-

dotel bütünlüğünün bozulduğu görüldü. 2. grupta 24

saat prezervasyonu takiben eritrositler arasında aglüti-

nasyon ve adhezyon belirtileri olmadığı, bu tür deği-

şikliklerin 48 saat hipotermi sonrası rastlanıldığı sap-

tandı. Kanımızca eritrositlerin aglütinasyonu ve endo-

teliyuma adhez yonu reperfüzyon sırasında görülen

no-reflow fenomeni nedenleri arasında önemli yer al-

maktadır.

Kadaverik renal transplantasyonda allograftın dö-

nüşümsüz değişiklikler oluşmadan uygun alıcı bulu-

nana ve alıcının ameliyata hazırlanmasına, gerektiği

takdirde organın diğer transplant merkezlerine nakil

edilmesine olanak sağlayan zaman diliminde korunma-

sı önemli bir sorun oluşturmaktadır. Öte yandan soğuk

iskemi süresinin >24 saat olan allograftlarda akut tübü-

ler nekroz insidansının yükselmesi ve allograft yaşam
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süresinin azalması görülmüştür (16, 17). Böbreklerin

hipotermik ortamda uzun süreli korunması sırasında en

sık görülen morfolojik değişiklikler ATP tükenmesi

sonucu proksimal tubulusepitel hücrelerinde mitokond-

rium harabiyeti, mikrovillus hasarı ve vasküler endote-

liumda oluşan dejenerasyondur (18). UW solüsyonu

içeriğinde olan glutatyon ve adenozin sayesinde iskemi

süresinde oksijen radikallerinin sitotoksik etkisini azal-

tır, reperfüzyon döneminde ATP sentezini stimule eder

ve dolayısıyla iskemiye hassas proksimal tubulus epi-

tel hücrelerinin daha iyi korunmasına olanak sağlar (4).

Bir çok deneysel çalışmada UW solüsyonunun EC so-

lüsyonu ile karşılaştırıldığında hipotermi süresine

bağlı vasküler endoteliumda oluşan hasarları azalta-

rak, reperfüzyon döneminde renal hemodinami ve mik-

rosirkülasyon parametrelerini olumlu etkilediği yönün-

de bulgular sunulmuştur (6, 19).

Bizim çalışmamızda <72 saat prezervasyon süre-

since UW solüsyonunun EC grubu ile karşılaştırıldı-

ğında tubulus epitelinde mitokondriumlarda krista kay-

bını azalttığı, hücre ve mikrovillusvakuolizasyonunu

belirgin şekilde önlediği gözlenmiştir. UW solüsyonu

ile prezervasyon yapılan grupta 48 ve 96 saat SCS

sonrası aynı hayvanın kanı ile yapılan reperfüzyon sı-

rasında MPF'in EC grubuna oranla istatistiksel olarak

anlamlı derecede yüksek bulunması mikrosirkülasyo-

nundaha iyi korunmasının göstergesidir.

Dokuda olan glutatyonun iskemi süresince tüken-

mekte olduğu, bu faktörün H O , lipid peroksidler, di-

sulfidler, askorbat ve serbest oksijen radikallerinin in-

hibe olunmasında önemli rol oynadığı bildirilmektedir

(20). Glutatyonun UW solüsyonun esas komponentle-

rinden biri olmasına rağmen iskemik-reperfüzyon ha-

sarlar sırasında renal dokuda lipid peroksidasyon ve

glutatyon düzeylerini araştıran çalışmalara literatürde

rastlayamadık. Bizim çalışmamızda 48 ve 96 saatlik

soğuk korumayı takiben yapılan reperfüzyon sonrası

UW grubunda EC grubuna oranla lipid peroksidasyo-

nun istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşük, glutat-

yon düzeyinin yüksek olduğu tespit edildi. Perfüzyon

sonrası LDH düzeyinin UW grubunda daha düşük bu-

lunması da bu solüsyonla prezervasyonda organın daha

az iskemik hasara uğradığını kaıııtlayıcı niteliktedir.

Sonuç olarak deneysel çalışmamızda elde ettiğimiz

bulgular EC solüsyonu ile karşılaştırıldığında U\V so-

lüsyonu ile prezervasyonun renal allograftın iskemik-

reperfüzyon hasarlarını hafiflettiğini düşündürmekle-

dir. UW solüsyonunun reperfüzyon sırasında mikrosir-

külasyonu iyileştirmesi kanımızca onların > 48 saat

prezervasyon süresince eritrosit aglütinasyon ve adhez-

yonunu önlemesi, 72 saatlik hipotermik koruma süre-

since tubulus epitelinde ve vasküler endoteliumda olu-

şan hasarları hafifletmesi ile izah edilebilir.
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