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GIRIS VE AMAG:

Glnumazde Kronik Bébrek Yetmezliginin en etkin tedavisinin bdbrek transplantasyonu
oldugu bilinmektedir. Diinyada b&brek transplantasyonunda kaynak oiarak kadavra
kulianiimakta, buna karsilik Glkemizde daha ¢ok canl vericiler tercin edilmektedir(1).

Transplante bébrekie gbrilen gecikmis graft fonksiyonunun patofizyolojisi, Gzerinde
oldukca galigtimis bir konudur. Gecikmis graft fonksiyonu iskemik ve/veya immuinolojik
nedenlere bagli olabilecegi gibi, bu iki faktérin sinerjistik etkisi ile de ortaya ¢ikabilir(2).

Gecikmig graft fonksiyonunu énlemede kullanilan ajaniardan birisi de kalsiyum kanal
blokerleridir. Bazi aragtirmacilar tarafindan iskemi ile hiicrede meydana gelen hasarda
kalsiyum iyonu(Ca*?) ana mediyatér olarak gosterilmistir(3). Kalsiyum kanal blokerierinin
renal iskemiye bagli olarak bébregin glomerdier filtrasyon hizinda gérilen dismeyi hangi
mekanizma ile azalttigi tam olarak bilinmemektedir. Kalsiyumun mitokondriyal birikiminde
azalma(4-7), reperfiizyona bagli olusan hasarin énlenmesi (4, 7, 8), artmis sempatik
stimGlasyon esnasinda normal otoregliasyonun restorasyonu(8), bébrek kan akiminda
gérilen artma (8, 10), afferent arteriyol ve pregiomertier damariarda gértlen selektif
vazodilatasyon (11) kalsiyum kanai blokerlerinin renal iskemide ortaya ¢ikan hasari
dnleme etkilerini agiklamak icin 6ne strtlen mekanizmalardir.

Bu galigmalar incelendiginde iskemi ile bbrekte ortaya ¢ikan fizyopatolojik degisikiiklerin
6tesinde hicresel dlizeyde ortaya ¢ikan histopatolojik degisiklikierin gecikmis graft
fonksiyonu Gzerindeki etkisinin aragtinimadigi ve bu dedisikiikier ile graft sa§ kalim
oraniari iligkisinin incelenmedi§i gbrilmektedir.

Bu noktada, bugltne kadar bilinen veriler igi§inda canli sistemlerde var olan iki tip hiicre
8limunden birisi olan apoptozisin, iskemi ile hiicrede ortaya ¢ikan morfolojik
degigikiiklerdeki rolintin de tam olarak anlagilamadi§i gértimektedir. Dondr
bobrekierinde olugan sicak iskemi sonrasinda koruyucu amagl olarak uygulanan soguk



iskemi ile hiicrede histolojik olarak fonksiyon kaybini engelieyen mekanizma tam acikliga
kavugmamistir.

Apoptozis birbirinden farkli fizyolojik ve deneysel olaylarla indiklenebilirse de,
caligmalarin gogunda sitoplazmik Ca*? konsantrasyon artigi programianmig hticre
6limana baglatan bir sinyal olarak dederlendiriimektedir(12-14). Ayni zamanda bazi
timar hticre klttirlerinde apoptozisin Ca*? eksikligi olan durumlarda(15) azaldig:
gorulmastar. Diger yandan Ca*? iyonoforiar apoptozisi indiikiemekte (16), Ca*? selatorleri
ise dnlemektedir.

Deneysel veriler incelendidinde renal iskemi sonucu olugan renal hiicre 8lUminun
apoptozis yolu ile oldu§unu distndaren bulgulann mevcudiyeti gériimektedir(17).

Bu bilgilerin 11§1 altinda Ca*? kanal blokerlerinin kullaniimast ile iskemik bébrekte
g6ruldaga bilinen apoptotik hiicre degisikliklerinin énlenebildiginin gbsterilebilmesi
iskemiye ugramig bdbrekte fonksiyon kaybi ya da gecikmesinin patolojisini aniamak
bakimindan énem kazanmakiadir.

Bu caligmanin amact bir sigcan modelinde soduk iskemiye bagh olarak bébrekte olusan
apoptotik hlicre 6liminde kalsiyum kanal bickerlerinin rolGnin arastinimasidir.



GENEL BILGILER:

GECIKMiS GRAFT FONKSIYONUNUN NEDENLERI;

Iskemik nedenlere bagl gorulen graft fonksiyonu gecikmesinin en énemli nedeni akut
tabliler nekrozdur(ATN). Iskemi esnasinda, bébrek dokusu oksijen ve nitrisyonel
faktdrierin eksikligine maruz kalmaktadir. ATN'a canli vericiden yapilan bébrek
transpiantasyonianindan sonra ¢ok sik rastlanmamakta buna karsilik kalp atimi olan
kadavra bdbreklerinden yapilan transplantasyoniardan sonra daha sikiikia
kargilagiimaktadir.

Iskemi esnasinda hiicresel metabolik olaylar ¢alismaya devam etmektedir. Bunun
sonucu olarak hiicrede gorilen olaylann baginda, Adenozin Trifosfat(ATP) dizeylerinde
olugacak azalma ve adenozin difosfatin mitokondri icerisine dogru oimasi gereken
hareketinde ki azalma gelmektedir. Hlcrenin anaerobik bir metabolizmaya dogdru
kaymasi, hicre ici laktik asid miktarinin artmasina ve pH’nin azalmasina yol acar(18).

Hucre icinde enerjiye gereksinimin en fazla oldugu fonksiyonlardan birisi
sodyum/potasyum pompasi ile dizenienen hiigre i¢i sodyum ve su dengesidir. Bu
pompanin ¢aligmasinda meydana gelecek bir aksama, hiicresel, mitokondriyal ve
nukieer sigme meydana getirecek ve sonugta hiicre iglevini kaybedecektir. Artmis hiicre
disi potasyum(K), Ca*?iyon kanallarini aktive edecek ve bunun sonucunda sitozolik Ca
iyon konsantrasyonu artacak, bu da fosfolipaz ve benzeri yikici enzimlerin aktivasyonuna
yol agacaktir(19,20)

Yukarida sayilan olaylardan bagka ATP’'nin AMP’ye dénlisimi esnasinda bir ara Griin
olarak ortaya ¢ikan ve potansiyel olarak en tehlikeli yikim trtinlerinden biri olan
hipoksantin hiicre iginde birikecektir. NAD indirgeyici ksantin dehidrogenazin, oksijen
radikali Gretimine neden olan ksantin oksidaza déntigimunin tetiklenmesi sonucu
adenozin trifosfat sentezi igin gerekli ptrinierin geri dénlisimsiz olarak kaybi meydana
gelecek ve reperflizyon esnasinda hipoksantinden serbest oksijen radikaileri
olusacaktir(21-22)



Bobrekte olugan iskemi esnasinda ¢esitii hlicresel koruyucu mekanizmalar da aktive
olmaktadir. iskemiye yanit olarak, hiicrenin metabolik aktivitesi hizla azalir(23).
Prostaglandinierin ve nitrik oksidin (NO) iokal olarak ortama yayilmasi ile b&brek meddiler
kan akimi arttinimaya caligilir(24,25). Molekuler dizeyde hiicre koruyucu maddelerin
Uretimine ya da rejenerasyonuna yardimci olacak genierin transkripsiyonunda artma
goralar(26,27)

Reperfiizyon hasar:

Transplante edilen bdbrekte kan akiminin yeniden baglamasi ile olugan olaylarin hepsine
genel olarak reperfizyon hasar adi verilmektedir. Bu tanimlama ginumizde artik
serbest oksijen radikallerine badh hasar olarak tanimianmakta ise de perfizyon
basincinda ani artma ile ortaya ¢ikan endotel hasari ve olugan inflamasyonda bu
hasarda rol oynamaktadir(28).

Sunulan galigmada b&brekier reperflizyona maruz birakiimadigindan buna bagli
olugabilecek gecikmig graft fonksiyonunun etyopatogenezi bu galigmanin konusu
disindadir.

ORGAN KORUMA YONTEMLERI:

Canli bir organin korunmasi bir transpiantasyonun bagarisini etkileyen en énemii
faktSrierden birisidir. Transplante edilecek organin, operasyona kadar gerekli haziriiklarin
tamamlanmasi(doku tiplemesi, uyguniugu iie iigili testier gibi) icin gegen slirede en ideal
kosulda saklanabilmesi gerekmektedir. Burada en 8nemli sorun organin iskemiye bagii
hipokside kalmasi ve buna bagli oksijenasyonunun bozuimasidir. Bu sorunu ¢dzmek icin
gintmuzde kullanilan en dnemii yaklagimlar:1-) Organin metabolik inhibisyonu

2-) Organa fizyoiojik olarak gerekii minimum metabolik aktivitenin devamiiiiginin
saglanabilimesidir.

Metabolik inhibisyon ile koruma esnasinda hlicrede geri donlisimsiz hasara neden
olabilecek katabolik olaylarin nlenebilmesi amaglanmaktadir. Bu amag en iyi hipotermi
ile saglanmaktadir(29). Hipotermi metabolik aktiviteyi yavaglatmakta ve bu sekilde
hicrenin cksijen ihtiyacini azaitmaktadir.



Hipoterminin olugturulmasi amaci ile kullanilan temel metodiar protein baz bir solisyonun
pompa yardimi ile pulisatil tarzda perfiizyonu(30) veya hipotermik yikama(flushing)
sonrasi basit olarak buz icinde korumadir(31). Her iki ydntem kuilaniiarak képek
bobrekieri (izerinde yapilan galigmalarda koruyucu etki bakimindan ayni sonuclarin eide
edilmesinden sonra (32) basit olarak so§uk koruma yapiimasi yaygin kabul gérmiig bir
yontem olarak kullaniimaya devam etmektedir. Makina yardimi ile yapiian perflzyonlar ile
48 saatten uzun sireli koruma saglandif bildiriimistir(33). Haberal ve ark. tarafindan bu
yontem ile 95 saate kadar bobrekierin korunabildigi bildiriimistir(34). Gunamuzde,
6zellikle Amerika Birlesik Devletieri'nde koruyucu amacli olarak degisik solusyonlar
kullaniimaktadir(University of Wisconsin solisyonu(UW) ya da Euro-Collins soltsyonu
gibi). Burada amag bu solUsyonlarin igerdi§i gegirgen olmayan eriyik maddeler yardimi ile
hiicre gismesinin minimuma indirilebilmesidir.

APQOPTOZIS:

Apoptozis ik olarak 1972 yiiinda Kerr tarafindan hiicre 8iimintn fizyolojik bir formu
olarak tanimlanmigtir(35). Kelime anlami olarak apoptozis(apo-TOE-sis) eski Yunanca da
sonbaharda yaprak dékimd aniamina gelmektedir. Bu kelimenin segilmesindeki neden
apoptozisin hiicre yagsaminin dogal bir seyri oldugunu belirtebiimek ve canlinin yagsamini
devam ettirebiimesi i¢in hlcre 6limandn gerekiiligini ifade edebilmektir(36). Apoptozis ile
mitoz (mitosis) arasindaki kafiye uyumu da aslinda normal fizyolojik olaylar cergevesinde
hicre dogumunun hicre 8lama tarafindan dengelenen bir unsur oldugunu ifade
edebilmek icin isteyerek yaratiimistir.(37-38).

Temel olarak apoptozis canli sistemierde var olan 2 temel hiicresel 6lim olayindan bir
tanesidir. Diger tip hticre 6lum{ ise nekrozdur. Apoptozis trankripsiyon ve transiasyon
gibi hiicresel iglevierin aktif olarak katiimasi ile gergekiesen ve enerji harcanmasini
gerektiren bir olaydir (11-13). Apoptozis sirasinda ortaya ¢ikan ilk olaylardan bir tanesi
genomik DNA’ nin pargaianmasidir(39). Bu pargalanma genomik DNA'nin nikieozomal
oligomerlere (yani 180 nikieotid baz ¢ifti ve katlarn uzuniugunda ait Gniteler) yikimin
icerir. Pargalanmadan sorumiu olan, Ca*? ve Mg*? iyonlarina bagimii ve hiicre



cekirdeginde var olan bir endondikieazin, intraselliler Ca*? dlizeylerinin artmasi ile aktif
hale gelmesidir (40) .

Apoptozis varli§i agagidaki Szelliklerle saptanmaktadir(41):
1-) Hticre ¢ekirdegi ve sitoplazmik kondensasyon, 2-)Membranda dizensizlik,
3-) Apoptotik cisimcikler (hiicre membrant ile sanimig ¢gekirdek pargacikiart).

Apoptozis birbirinden farkli fizyolojik ve deneysel olaylaria induklenebilirse de,
caligmalarin gogunda sitoplazmik Ca*? konsantrasyon artigi hiicre slumaniin baglayigini
indlkieyen bir sinyal olarak degeriendiriimektedir(11-13 ). Ayni zamanda bazi timoér
hticre kaltarierinde apoptozisin Ca*? eksikiigi olan durumlarda(14) azaidig géraimastar:;
diger yandan Ca*?iyonoforlan apoptozisi indikiemekte (15), Ca*? selatérieri ise
Onlemektedir.

ISKEMI ve APOPTOZIS:

Bébrekte iskemi sonucu olugan hicre 8limiunltn apoptozis yolu ile oldugunu distundaren
bulgular mevcuttur(17).

iskemi ile ortaya ¢ikan morfolojik degisikiikieri incelemek amaci ile Gobe ve ark.
tarafindan yapilan bir hayvan iskemi modelinde, bdbrekte olugturulan parsiyel iskemi
sonrasi olugan patoiojik dedisiklikier degeriendiriimistir(42). Bu ¢aligmada bodbrek arteri
Gizerinde parsiyel olarak olugturuian obstriksiyon sonrasi ilk 2-8 giinde bdbrek epitel
hiicrelerinde nekroz ve apoptozisin beraber gorildigu tespit ediimig, 10-28. glnierde
bbbrek epitel hiicrelerinde azalmanin devam etti§i, bébrek kitlesinde énemili azaima
oldugu, ancak yainizca apoptozisin tespit edilebildiji saptanmigtir. Unilateral atrofi
olugtuktan sonra kontralateral bdbregin gikariimasi ile atrofik b8brekte belirgin olarak
geriye dénlsum oldugu da géraimastar. Daha sonra Schumer ve ark. tarafindan yapilan
bir diger ¢calismada sicaniarda olugturulan iskemi modelinde, degisik iskemi
strelerinde(5, 30, 45 dk.) perflizyon yapildiktan sonra belii strelerde yapilan patolojik
incelemelerde saptanan nekrotik ve apoptotik hiicre éitimieri karsilagtirimistir(43). 5 dk.
iskemi uygulanan grupta perfilizyon sonrasi 24 ve 48 saat sonra yapilan incelemelerde
hi¢ nekroz olmadigi ve gok az miktarda apoptozis oldugu, 30 ve 45 dk. komplet iskemiye
maruz kalan grupta ise perflzyon sonrasi 12, 24 ve 48 saat sonra yapiian



degeriendirmelerde jel elekiroforezinde apoptozisin saptandi§i belilenmigtir. Bu
calismalardan baska yapilan diger ¢aligmalarda bébrekte olugan iskeminin yarattigi
morfopatolojik degisikiiklerde apoptozisin 6nemli bir yeri oldugu da ifade edilmektedir.
Rosenberg ve ark. tarafindan yapilan bir calismada iskemik renal hasar sonrasi
reperflizyon ile birlikte bazi gen ekspresyonlarinda artma oldugu belirtiimigtir(44). Bu
genlerden énemli bir tanesi “Sulfated Glycoprotein-2” olarak adiandirilan (Diger adi ile
Clusterin ya da TRPM-2) ve prostatta androjen ablasyonu sonrasi gériien ve
apoptoziste indksiyonu artti§! bilinen gendir(45). Bunun diginda apoptozis post-
transplant akut ttbdier nekroz patolojisinde dnemli yeri olan bir degisikiiktir(46).

Sunulan galigmada renal iskemi sirasinda ortaya ¢ikan apoptozisi géstermek ve
mumkanse engellemek amaci iie degisik Ca*? kanai blokeri soltisyonlarinin kullaniimasi
planianmigtir.

GEREC VE YONTEM

4 haftalik sagdlikli Sprague-Dawiey cinsi si¢anlar(225-300 gr) standard 1si ve hem
kosullarinda ve limitsiz su ve gida temini ile beslendiler. Toplam 18 sigan (35 b&brek)
agsagida belirtilen gruplara aynidr:

A-Kontrol : Nefrektomi yapildiktan sonra koruyucu amagcli bir islem yapilmayadan
histolojik ve in-situ end labeling ile apoptozis degerlendirmesi yapiian siganiar. (Topiam 5
bébrek)

B- Grup 1 : Nefrektomi yapilip ylzey sogutmas! uygulanan ancak herhangi bir
perflizyon yapilmayan grup.( Toplam 5 b&brek )

C-Grup 2 - Nefrektomi sonrasi Ringer solisyonu ile perflizyon uyguianan ve ylzey
sofutma uygulanan grup.( Toplam 5 b8brek )

D-Grup3 : Nefrektomi sonrasi 0.5 mg/kg Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile
perfiizyon uyguianan ve ylzey sofutma uygulanan grup. (Topiam 5 btbrek )

E-Grup4  : Nefrektomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem igeren Ringer sollsyonu
ile perfizyon uyguianan ve ylzey sodutma uygulanan grup. (Toplam 5 bébrek)



F-Grup 6 : Nefrektomi éncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamii infizyonu, nefrektomi
sonrasi Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile perflizyon ve ylzey sogutma uygulanan

grup. (Toplam 5 b&brek)

G-Grup 6 : Nefrektomi 6éncesi 1.2 mg/kg dozunda sistemik Diltiazem inflzyonu,
nefrektomi sonrasi Diltiazem igeren Ringer sollisyonu ile perflizyon ve ylizey sogutma

uygulanan grup. (Toplam 5 bdbrek)

Bu gruplandirmaya gére ayrilan sicanlar 100 mg/kg Ketalar anestezisini takiben orta hat
abdominal insizyon ile eksplore edildi ve her iki bébrek bulunup suprarenal ve infrarenal
dizeyde aorta klempe edildikien sonra, b6brekier en-blok clarak gikariidi. Aorta kaniie
edilerek bulundugu gruba gére +4 C° Ringer soliisyonu ve uygun ajan ile perfiize edildi
ve daha sonra buzlu Ringer soilisyonu (ice-slush) icine konuidu. Bu igsiemden 1, 6, 12,
24 ve 48 saat sonra her gruptan belirlenen saatlerde birer bébrek gikarilarak histolojik
degerlendirme ve insitu end-labeling yéntemi icin %10’luk nétral tamponiu formalin

icerisine alindi.

Histoiojik Defjeriendirme:

Daha 6nce %10’luk nétral tamponiu formalin igerisinde fikse edilen doku pargalarindan
parafin takip ve bloklama sonrasi mikrotom ile 4 um kalinliginda mikroskopik kesitler
alind: ve histolojik inceleme igin hematoksilen ve eozin (H+E) ile boyandi. Tum 6mekier
igik mikroskobu altinda degeriendirildi. Her grupta bulunan 6mekler kontrol grubuna
orania korunma derecesine gére derecelendirildi. Buna gbre 6reklier:

1. lyi korunmus &rnekier

2. Hafif degisiklikler saptanan 6rmekler

3. Orta derecede degigiklikler saptanan émekier

4. Siddetli derecede degisiklikier saptanan érnekier

5. Cok siddetli derecede degigiklikler saptanan érnekier olarak 5 gruba ayrild.
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Apoptozisin saptanmast: (In Situ End Labeling; ISEL)

Parafin igerisine gémuilen dokulardan 4 pm. kalinh§inda histolojik kesitler elde edilerek
silanli lam Uzerinde fikse edilerek xylene ile yapilan deparafinizasyon ve derecelendirilmis
alkol serilerindeki rehidratasyonu takiben, endojen peroksidaz 20 dk. PBS iginde bulunan
%0.5'lik hydrogen peroxide ile 20 dk. bloke edildi. Hazirlanan kesitler Proteinaz-K
solusyonu ile ( 20 pg/mi ) oda sicakliginda 15 dk. slre ile inklibe edildi. Bunu takiben
kesitler cacodylate buffer ile kaplanarak (140mM Sodyum Cacodylate, 30 mMTRIS-HCI
(pH 7,2), 1 mM CoCl) 10 dakika inklibe edildi. Bu tampon daha sonra 5 Unite/ ul TdT ve
0.5 nmol/ul bio-11-dUTP eklenmis cacodylate buffer ile degigtirilerek 37 °C'de 1 saat
inkibe edildi. Post-hibridizasyon yikamaian 0.3 M NaCl ve 0.03 M Sodium Citrate iceren
son tamponda 30 dk. sire ile yapildi. Bu isiemi avidin-biotin-horseradish peroxidase ve
diaminobenzidine yéntemi ile apoptotik hiicrelerin gérintr hale getiriimesi agamasi iziedi.
Apoptotik hiicre sayisi bébrek tlibdl hicrelerinde 400 adet hicre sayilarak oran olarak
belirlendi (Apoptotik indeks).

Apoptotik indeks (%) = 100 X { Apoptotik Hucrelerin Sayisi/ Toplam Sayilan hiicre)

Negatif kontrol olarak bazi kesitler TdT icermeyen cocodylate buffer ile inklibe edildi.

Olusturulan 6 gruba uygulanan farkii metodiaria elde edilen veriler kontrol grubuna gére
degeriendirildi.
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BULGULAR:

1. Histolojik Deferiendirme Buiguiar:

A. lyi korunmus 8rnekler: ( Histolojik korunma derecesi: 1)

Burada hiicrelerde hafif 6dem ve konjesyon ve distal tubdl epitel hiicrelerinde hafif
incelme diginda 6zellik saptanmadi. (Resim.1)

Asagida bildirilen érekier bu 6zellikleri géstermekte idi:

1.Nefrektomi sonrasi 1. saatte incelenen bdbrek

2.Nefrektomi sonrasi Yainizca 1 saat ylzey sogutma uygulanan ancak herhangi bir
perflzyon uygulanmayan bdbrek

3.Nefrektomi sonrast Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile perflizyon uygulanan ve 1
saat ylzey sogutma uyguianan grup.

4. Nefrektomi dncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamil inflizyonu, nefrektomi sonrasi
Verapamil iceren Ringer solisyonu ile perflizyon ve 1 saat ylizey sogutma uygulanan
bbbrekler.

B. Hafif degisiklikier saptanan 8rnekier: ( Histoiojik korunma derecesi: 2 )

Bu grupta da hafif 6dem ve konjesyona ek olarak hicrelerin boyutlarinda hafif kictime
oldugu, birkag intrasitoplazmik vakuol ve ¢ekirdeklerde kondensasyon ile birlikte
glomeriilerde konjesyon oldudu saptandi.(Resim.2)

Asadida bildiriien dmekier bu dzellikleri géstermekte idi:

1. Nefrektomi yapilip 6. saatte inceienen bébrek.

2. Nefrektomi yapilip 6 saat ylizey sofutmasi uygulanan ancak herhangi bir perfliizyon
yapilimayan b&brekier.

3. Nefrektomi sonrasi Ringer solisyonu iie perflizyon uygulanan ve 1 saat ylzey

sogutma uyguianan b&brekier.
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4. Nefrektomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem igeren Ringer solisyonu iie
perflizyon uygulanan ve 6 saat ylzey sodutma uygulanan bdbrekler.

5. Nefrekiomi dncesi 1.2 mg/kg sistemik Diltizem inflizyonu, nefrektomi sonrasi Diltizem
iceren Ringer soltsyonu ile perfiizyon ve 1 saat ylizey so§utma uygulanan grup.

6. Nefrektomi 6ncesi 1.2 mg/kg sistemik Diltizem inflizyonu, nefrektomi sonrasi Diltizem
iceren Ringer soltsyonu ile perfiizyon ve 6 saat ylizey sogutma uygulanan bébrekler.

C. Oria derecede degisiklikier saptanan drnekier: ( Histolojik korunma derecesi:3 }

Hafif degisiklikler saptanan grupta goérulen degisiklikiere ek olarak bu grupta yaygin
vakuolizasyon, hiicre gekirdeginde piknotik degisiklikierin yani sira seyrek, soluk-iri-
dizensiz ¢ekirdekler(karyoreksis), distal tibliierden bagka proksimal tibullerde de
baglayan belirgin dejenerasyon ve giomerlllerde piknotik ¢ekirdekli hlicreler saptandi.
(Resim.3)

Asaida bildirilen 6rmekier bu dzellikleri gbstermekte idi:

1. Nefrektomi yapilip 12. saatte incelenen bébrek.

2. Nefrektomi yapilip 12 saat yGzey sogutmasi uygulanan ancak herhangi bir perfiizyon
yapiimayan b&brekler

3. Nefrektomi yapilip 24 saat ylizey sogutmasi uygulanan ancak herhangi bir perflizyon
yapiimayan b&brekier

4. Nefrektomi sonrasi Ringer solisyonu ile perflzyon uyguianan ve 6 saat ylizey
sogutma uygulanan bdbrekier.

5. Nefrektomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem i¢geren Ringer soltisyonu ile
perflzyon uygulanan ve 1 saat ylzey sofutma uygulanan bébrekier.

6. Nefrekiomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem iceren Ringer sollsyonu ile
perflizyon uygulanan ve 12 saat ylizey sogutma uygulanan bébrekler.

7. Nefrektomi sonrasi 0.5 mg/kg dozunda Verapamil iceren Ringer sollsyonu ile
perflizyon uygulanan ve 6 saat ylizey sojutma uyguianan bébrekier.

13



iddetli degisiklikier saptanan 8rnekier: ( Histolojik korunma derecesi: 4}

Orta derecede saptanan degisiklikiere ek olarak bu grupta, glomertllerde belirgin
dejenere hicreler, piknotik ¢gekirdekler, hem distal hem de proksimal tlibllierde epitelyal
dizensizlik, belirgin karyoreksis, yaygin intrasitopiazmik vakuolizasyon ve doku
batuniGlnan yer yer bozulmasi ile giden degigiklikler saptandi. (Resim.4)

Asafida bildirilen drmekler bu 6zellikieri gbstermekte idi:

1. Nefrektomi yapilip 48 saat ylizey sogutmasi uygulanan ancak herhangi bir perfizyon
yapilmayan b&brekler.

2. Nefrektomi sonrasi Ringer soitsyonu ile perfuzyon uygulanan ve 12 saat yltzey
sogutma uygulanan bébrekier.

3. Nefrektomi sonrasi 0.5 mg/kg dozunda Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile
perfizyon uygulanan ve 12 saat yluzey sojutma uygulanan bébrekler.

4. Nefrektomi 8ncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamil inflzyonu, nefrektomi sonrasi
Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile perflizyon ve 6 saat ylizey sogutma uygulanan
bdbrekier.

5. Nefrektomi éncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamil inflizyonu, nefrektomi sonrasi
Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile perflizyon ve 12 saat ylizey sodutma uyguianan
bobrekier.

6. Nefrektomi oncesi 1.2 mg/kg sistemik Diltizem infizyonu, nefrektomi sonrasi Diltizem
iceren Ringer sollsyonu ile perflzyon ve 24 saat yuzey sodutma uygulanan bébrekler.

E. Cok siddetli degjisikiikier saptanan 8rnekier: ( Histolojik korunma derecesi: 5)

Bu gruptaki 6mekierde yaygin nekroz, silik karyorektik gekirdekier izlenmekte ve hiicre
detaylaninin tamama yakin silindigi gértuimektedir. (Resim.5)

Asagida bildirilen érekler bu 6zellikieri géstermekte idi:

1. Nefrektomi yapilip 24. saaite incsienen b&brek.
2. Nefrektomi yapilip 48. saatte incelenen bdbrek.
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3. Nefrektomi sonrasi Ringer sollisyonu ile perfizyon uygulanan ve 24 saat ylizey
sogutma uygulanan bébrekler.

4. Nefrektomi sonrasi Ringer sollisyonu ile perfizyon uygulanan ve 48 saat ylizey
sogutma uygulanan bobrekier.

5. Nefrektomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem igeren Ringer solisyonu ile
perflizyon uyguianan ve 24 saat ylzey sojutma uygulanan bébrekier.

8. Nefrektomi sonrasi 0.5 mg/kg dozunda Verapamil iceren Ringer sollisyonu ile
perflizyon uygulanan ve 24 saat ylizey sogutma uygulanan bébrekler.

7. Nefrektomi sonrasi 0.5 mg/kg dozunda Verapamil iceren Ringer sollisyonu iie
perflizyon uyguianan ve 48 saat ylizey sogutma uygulanan bébreklier.

8. Nefrektomi sonrasi 1.2 mg/kg dozunda Diltiazem igeren Ringer sollisyonu iie
perflizyon uygulanan ve 48 saat ylizey sofutma uygulanan bébrekier.
9.Nefrektomi 6ncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamil inflizyonu, nefrekiomi sonrasi

Verapamil igeren Ringer sollisyonu ile perflizyon ve 24 saat ylizey sogutma uygulanan

bdbrekier.

10.Nefrektomi dncesi 1.2 mg/kg sistemik Diltizem inflizyonu, nefrektomi sonrasi Diltizem

iceren Ringer solisyonu ile perfuzyon ve 12 saat ylizey sogutma uygulanan bébrekler.

11.Nefrektomi 6ncesi 0.5 mg/kg sistemik Verapamil inflizyonu, nefrektomi sonrasi

Verapamil iceren Ringer solUsyonu ile perfiizyon ve 48 saat ylzey sogutma uygulanan

bdbrekler.

12.Nefrektomi éncesi 1.2 mg/kg sistemik Diltizem inflizyonu, nefrektomi sonrasi Diltizem

iceren Ringer solisyonu ile perfizyon ve 48 saat ylizey sogutma uyguianan bébrekier.
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Resim 1. lyi Korunmus 6rnek Resim 2. Hafif Degisiklikler

Resim. 3: Orta Derecede Degisiklikler




Resim.4 : Siddetli Degisikiikler

Resim. 5: Cok Siddetli Degisikiikier



2. ISEL:

APOPTOTIK iINDEKS(%) ve HISTOLOJIK KORUNMA DERECESI

1.saat
Konirol Gruby. 4.0(1)
Yalnizca Nefrektomi
Grup 1-Yalnizca Yizey 3.0(1)
Sogutma Uygulanan Grup:
Grup 2-Nefrektomi sonrasi Ringer Sol. ile Perfazyon + 1.0(2)
Yizey Sofutma Uygulanan Grup:
Grup-3: Nefrektomi sonrasi Verapamil igeren Ringer 2.0(1)
Sol. ile Perfuzyon+ Yuzey So§utma Uygulanan Grup:
Grup-4: Nefrektomi sonrasi Diltizem igeren Ringer Sol. 2.0(2)

ile Perfuzyon + Ylzey Sojutma Uyguianan Grup:

Grup-58: Sistemik Verapamil + Verapamil igeren Ringer 0.0(1)
Sol. ile Perfuzyon + Yizey Sojutma Uygulanan Grup

Grup-6: Sistemik Diltizem + Diltizem igeren Ringer Sol. 1.5(2)
lie Perfizyon + Yuzey Sofutma Uygulanan Grup

Tablo: 1. Calisma gruplarinda saptanan apoptotik indeksler

400 -

] 1

[ {.saat 8.saat 12.saat 24.saat 48.saat

Grafik. 1: Caligma gruplannda saptanan apopiotik indekslerin saatiere gére degigimi

G.saat 12.saat  24.saat
25.0(2) 70.0(3)  55.0(5)
15.0(2) 59.0(3)  40.0(4)

15(3)  350(4)  30.0(5)
10.0(3) 47.5(4)  55.0(5)
9.5(3) 520(3)  50.0(4)
3.0(3) 50.0(4) 53.0(5)
7.5(2)  45.0(5)  57.5(4)

—&— Konftrol

—&—Yiiz. Sog

—A—Rin.+Yilz

—>¢—Dil+Rin. Per+Yiz
—¥—Ver+Rin.Per+Yiiz

—@— Sis Dil+Dil.ve Rin Per+Yilz
—4— 8is Ver+Ver ve Rin Per+Yiiz

48.saaft

48.0(5)

44.0(5)

40.0(5)

42.5(5)

45.0(5)

34.0(5)

43.0(5)
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Kontrol grubunda 12. saatten itibaren apoptozisin azalmaya bagladi§i goértiimektedir. Bu
durum histolojik de§jerlendirmede de 12. saatten sonra gérilen ¢ok giddetii degigiklikler
g6z 6nlne alindiginda hicre sitmanin nekroz ile devam ettidini digtindiUrmektedir.
Diger calisma gruplarinin hepsinde, kontrol grubunda 1, 6 ve 12. saatte izlenen
apoptotik indeks degerierine gore azalma oldu§u dikkati gekmektedir. (Tabio 1, Grafik 1)

Apoptotik Indeksde Kontrol Grubuna Gére Gériilen % Degigimler(Grafik.2):

1.saat 6.saat 12.saat 24 saat 48.saat
Grup | (Y)* 25 40 15.71 27.27 8.33
Grupll (R+ Y)* 75 94 50 45.45 16.66
Gruplli(VR +Y)* 50 60 32.14 0 11.45
GruplV(DR+Y)* 50 62 25.71 9.09 6.25
GrupV(SV+VR+Y)* 100 88 28.57 3.63 29.16
GrupVI(SD+DR+Y)* 62.50 70 35.71 +4.54 10.41

*Y: YUzey Sodutma, R+Y: Ringer perflzyonu+Ylzey Sogutma, VR+Y: Verapamil iceren
Ringer ile perflizyon ve ylzey soutma, DR+Y: Diltiazem igeren Ringer ile perflizyon ve
ylizey so§utma, SV+VR+Y: Sistemik verapamil+Verapamil iceren Ringer ile perfizyon ve
ylzey sogutma, SD+DR+Y: Sistemik diitiazem+Diltizem igeren Ringer iie perfizyon ve

ylizey sogutma
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120 4

—&— Kontrol
—8—Y
—i—Y+R
——VR+Y
—¥—DR+Y
—®— SV+VYR+Y
—+—SD+DR+Y

0 T T T
0 1.saat 6.saat 12.saat 24.saat 48.saat

Grafik.2: Apoptotik indekste kontrol grubuna gére gorilen %degisimier

Ozellikle ilk 6 saat igcinde Ringer perflzyonu+ylizey sodutma, sistemik
verapamil+verapamil iceren Ringer ile perflizyon ve ylizey sogutma ve sistemik
diltiazem+diitizem iceren Ringer ile perflzyon gruplarinda daha belirgin, Verapamil iceren
Ringer ile perflizyon+ytzey sogutma ile Diltiazem iceren Ringer ile perflzyon+ylizey
soutma uygulanan gruplarda ise belirgin olarak apoptotik hiicre sayilarinda azalma
egilimi oldugu tespit ediimistir. 12. saatten itibaren kontrol grubundaki apoptotik indekste
gorulen azalma egilimi, dier calisma gruplarinda da goériimektedir. 48 saatte apoptotik
indeks hemen tim gruplarda benzer diizeye gelmektedir. Histolojik degeriendirmelerde
12. saatten sonra 6rneklerin tamamina yakininda siddetli ya da ¢ok siddetli nekrozia
uyumiu degisiklikierin g6rtimesi, bu stireden sonra hicrelerde apoptozisden ¢ok nekrotik
hiicre 8iimGnan rol oynadi§ini diglindGrmektedir.

Tum calisma gruplarinda meduiier béigede apoptozis craninin kortikal bdlgeye oranla
¢ok daha az oldugu da gézlenmistir.
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Resim. 6: Bdbrek medullasinda boyanma gésteren apoptotik ¢ekirdekler
(Kahverengi boyanan gekirdekler)

Resim. 7: Bébrek korteksinde yogun Resim. 8: Bébrek korteksinde yogun
boyanma gosteren apoptotik gekirdekier boyanma gdsteren apoptotik ¢cekirdekier
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Resim. 6: Bébrek meduliasinda boyanma gésteren apoptotik ¢ekirdekler
(Kahverengi boyanan gekirdeklier)

Resim. 7: Bébrek korteksinde yogun Resim. 8: Bébrek korteksinde yodun
boyanma gésteren apoptotik gekirdekier boyanma gésteren apoptotik cekirdekier
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TARTISMA:

iik olarak 1933 yilinda Ukrayna'ii cerrah Voronoy tarafindan uygulanan insan allografti ile
kadavradan bdbrek transplantasyonu, immunstpresif ajaniarda elde ediien blylk
gelismeler, organ koruma yéntemierinde yapilan yenilikier ve transpiantasyon
immunoiojisinde agikiiga kavusan yeni biigiler ile son dénem bébrek yetmeziiginin
tedavisinde seckin bir yer aimistir. Amerika Birlesik Devietieri Organ Paylagsma
Organizasyonu (UNOS)'un verilerine gére kadavra vericiii bbbrek transplantasyonunda 1
yilik graft ve hasta sagkalim oranlari sirasi ile %81 ve %92'dir. Takiff, Lee, Mahoney ve
Guttman’in kadavradan bébrek transplantasyonu yapiimis 14.000 hastayi incelemesi
sonucunda ortaya koyduklari verilere gore bu oraniari etkileyen cesitii faktorier
bulunmaktadir(47). Buniar, histokompatibiiite ve HLA A-B uyumsuziugu, primer hastaiik,
daha 6nceden yapilan transplantasyon, kan transflizyonu, soguk iskemi zamani ve
alicinin irkidir. Bu degerlendirmeler isiginda soguk iskemi zamaninin graft stirvisinde
onemli bir yeri oldugu aciktir. Literatlrde post-transplant ge¢ graft fonksiyonunda uzamig
soguk iskemi zamaninin baglibasina etkileyici bir faktor oldugunu belirten gok sayida
calisma bulunmaktadir(47-49).

SoGuk iskeminin uzamasi ile birlikte graftta ortaya gikan ve fonksiyona etki eden
morfolojik degisikiikler ile ilgili yapilan calismalar sinirli sayidadir. iskemi ile birlikte
bdbrekte meydana gelen hicre dlumuniun apoptozis ile oldugunu gdsteren bulgular
mevceuttur(17). Bu buigular eslijinde apoptozis olugma riski olan hticreierde apoptozisin
engellenmesine yonelik yapilacak caligmalar ile hiicre kaybi ve dolayii olarak ta 6zellikie

ilk dénemde gortiebilecek gecikmig graft fonksiyonu &nienebilir.

Schumer ve ark. tarafindan yapiian bir galismada uzun streli iskemi sonrasinda
nekrozun, daha kisa streli iskemilerde ise apoptozisin saptandi§i belirtiimistir(43).
Sunulan galismada da kontrol grubunda 12. saate kadar apoptotik indeksin yliksek
oldugu 24. saatten itibaren, yani iskemi stresinin belirgin olarak uzamasi ile beraber
indekste azalma oidugu ve nekrozun ortama hakim oidugu gériimektedir. Calisma
gruplarinda yapilan bitin degisik uygulamalaria iik 12 saatte olan belirgin azalmalara
ragmen, 12. saatten sonra (Sistemik Diltizem Grubu harig, bu grupta apoptotik indeks 24.
saate kadar artmisgtir.) baslayip 24. saatten sonra daha belirgin olarak apoptotik
hiicrelerin azalma egiliminde oldugu gortiimektedir. Bu durum bu stireden sonra nekrotik
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degisiklikierin engellenememesi ile acikianabilir. lwata ve ark. tarafindan yapilan
calismada apoptozisin iskemi sonrasi ilk 24 saatte progresif olarak artti§i bu saatten
itibaren yavas olarak azaldig bildirilmigtir(17). Sunulan ¢aligmada elde edilen verilerin de
benzer oldugu géralmektedir.

Yapilan galigmada uygulanan metodlar ile elde edilen veriler arasindaki farkiiklar géz
éntne alindifinda ilk 1 saat icinde en fazla azalmaya Sistemik Verapamil
grubunda(Apoptotik indekste %100 azalma), ilk 6 ve 12.saatler i¢inde ise Ringer
perflzyonu+ylzey sogutma(Apoptotik indekste 6. saatte %94, 12. saatte ise %50
azalma) uygulanan gruplarda ulasidigi gériimektedir. Ozellikle sistemik Verapamil
uygulamasi ile 1.saatte hi¢ apoptotik hiicre gérilmemesi ve bu gruptaki 6rneklerin
histolojik olarakta ¢ok iyi korunan érnekler olmasi kisa dénemde diger yontemiere gére
bu y6ntemin daha etkili koruma sagladifini dagtndirmekiedir.

Ringer solisyonu igerisine herhangi bir Ca*? kanal blokeri ekienmesinin ise tek basina
perflizyon yapiimasina gére apoptotik indekste bir azaima saglamadigi saptanmistir.
Sistemik Ca*? kanal blokeri uygulamasi ile ise apoptotik indeksteki dilsme oraninda artig
saglandifi ancak bu artigin ringer perflizyonu ile beraber ylizey sogutma uygulanarak
elde edilen seviyenin Gzerine gikmadidi sonucu gézienmistir. Ringer perflizyonu igerisine
konuian ajanlar kargilagtinidiinda her iki ajan arasinda % degisim bakimindan fark
oimadi§i, bu ajaniann ayrica sistemik olarak verilmesi durumunda ise 6.saatte
Verapamil'in ve Diltizem'in inflzyon igerisinde verilmesine gore Verapamil ile %7,
Dviltiazem ile %1.5 daha az apoptotik hiicreler géruldigi saptanmigtir.

Her ne kadar ¢alismada Ca*? kanal bickeri kullanilan gruplarda standart ringer
perfizyonu+ylizey sogutma uygulanan gruplara gére apoptotik indekste azalma oldugu
gdsterilememis ise de bu durum kullanilan ajaniarin doziari ve ajanin verilme gekli iie de
ilintili olabilir. Verilig sekli olarak sistemik uyguiama ile yainizca sollisyona ekleme
karsilagtinidiinda sistemik uyguiamanin daha belirgin azaima sagladigi gériimektedir.
Bu bulgu da ajanin verilis seklinin énemii bir faktér olduguna igaret etmektedir.
Calismada segcilen dozun aritinimasi ile de apoptozisde azalma bekienilebilir. Bu faktdrier

halen arastiriimayi beklemektedir.

22



Ca*? kanal blokerlerinin kiinik kullanimi ile b8brek transplantasyonu sonrasi graft
fonksiyoniarinda iyilegmeler oldugunu gésteren cesitli aragtirmalar bulunmaktadir(50,51).
Bu iyilesmelerin Ca*? kanal blokerlerinin proksimal arteriyol Gizerindeki vazodilatatér
etkisinden ve lipid peroksidasyonunda meydana getirdikleri azalma yolu ile oldugu iddia
edilmektedir(18). Bu fizyolojik etkilerin diginda hiicresel dlizeyde meydana gelebilecek
koruyucu degisiklikler hakkinda yeterli veri bulunmamqktadlr. Iskemi ile bobrekte

+2 ¢

apoptozis gérlimesi ve apoptozisin indiklenmesinde Ca™* ‘un tetikleyici rol oynadiginin
bilinmesi, Ca*2 kanal biokerlerinin bu mekanizma tzerinde yavaslatici etkileri olabilecegi
dastncesini akla getirmekiedir. Sunuian ¢alismada standart ydntemiere gére bu
ajanlarla, kullanian yéntemden bagimsiz olarak ek bir fayda saglanamamasi, apoptozisin
baslangicindan sonra hiicrenin 6limine kadar gegen suregte hangi hiicresel ve genetik
mekanizmalarin rol oynadiginin tam olarak bilinememesinden kaynaklanabilir. Bu
mekanizmalarin tam olarak anlagilabilmesini sa§layacak caligmalar ile daha kesin
yargilara varabilmek mimkun olacaktir. Bu siire¢ Gzerinde, ilaglarin verilig bigimi ve

dozlarinin da 6nemli oranda etkili olabilecekleri gbz ardi edilmemelidir.
OZET:

Gundmizde bdbrek transpiantasyonu sonrasi gérilen gecikmig graft fonksiyonu ve grait
yetmeziiginin etyopatogenezi tam olarak acikiiga kavusmamistir.

Bu galigma b&brekte olugturulan soduk iskemide ortaya ¢ikan apoptotik hiicre Slimiinde
Ca*? kanal blokerlerinin etkisini aragtirmak amaci ile pianianmigtir. Bu amaclia Sprague-
Dawley cinsi siganlarda olusturulan soguk iskemi modelinde birer Ca*? kanal blokeri olan
Diltiazem ve Verapamil'in etkileri aragtinimigtir. Gereken vaskuler kontrol sonrasi
bébrekler yainizca ylizey sogutma, yalnizca ringer sollisyonu, Diltiazem ve
Verapamil'den birisini iceren ringer sollsyonu ya da nefrektomi dncesi verilen sistemik
Ca'*? kanal blokeri ile birlikte Ca*? kanal blokeri iceren ringer ile perfiizyon gruplarina
ayrilmislardir. Bu gruplandirmaya gére gerekli islem uyguianan bébrekler 1, 6, 12, 24 ve
48 saat sire ile buziu Ringer soliisyonu igerisinde bekletilerek, belirienen sirelerin
sonunda histolojik inceleme ve in-situ end labeling yontemi ile inceleme icin %10 nétral
tamponilu formalin igerisine alinmugtir.

Histolojik degerlendirme, gbrilen hiicre dejenerasyonunun giddetine gére 5 seviyeye
ayriimig, uygulanan in-situ end labeling yéntemi ile her gruptaki érneklierde toplam 400
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hticre sayilarak apoptotik indeks hesaplanmig ve gruplar arasindaki ylizde olarak
degisimler dederiendiriimigtir.

Sonugta apoptotik indeksin bdtin ¢galigma gruplarinda kontrol grubuna gore ilk 24 saat
boyunca azalma gosterdii bu saatten sonra ise aradaki farkin azalma egiliminde oldugu
saptanmustir. Bu bulgu histolojik dederiendirmelerde nekrozun belirgin hale geldigi
Orekierde daha dikkat ¢ekicidir. Olusturuian grupiar igerisinde sistemik ya da perflizyon
solisyonu igerisinde Ca*? kanal blokeri kuillaniimasinin standart Ringer perfiizyonuna
gtire % degisim olarak belirgin bir iyilesme saglamadigi belirlenmigtir. Sistemik
kullamimin ise perfiizyon sollisyonuna eklenmeye gére % degisim olarak apoptozisi daha
fazla azaltti saptanmigtir.

Bu veriler Ca*? kanal biokerlerinin iskemik b&brekte gérilen apoptoziste, bilinen standart
uygulamalara gére énemli oranda ek bir fayda saglamadikianni digtndirmektedir. Diger
taraftan bulunan sonuglar Gzerinde verilen ajanlarin dozu ve uygulama ydnteminin
etkisinin olabilecegi de unutulmamalidir. Bu sorular yeni aragtirmalara kaynak teskil

etmektedir.
Hucre icerisinde apoptozisi indlkleyen, devamini saiayan ve sonlandiran hiicresel ve

genetik mekanizmalarin daha iyi aciklanabilmesi ile daha kesin yargilara ulasgilabilmesi
mumkin olacaktir.
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SONUG:

lki farkl kalisiyum kanai blokeri kullanilarak, olugturulan iskemi modelinde bsbrekte
olugan apoptozisin ve ortaya gikan farkliliklarin aragtirildigi bu caligmada agagidaki
sonuclara ulagimigtir:

1. Kullanilan kalsiyum kanal blokerleri ve farkii ydntemler ile eide edilen sonuglar, bugin
kiinik kullanimda olan koruyucu yéntemlere gére ek bir fayda saglanmadigi izlenimini
vermekiedir.

2. Caligmada kullanilan kalsiyum kanal blokerleri sistemik olarak ve perfizyon
sollisyonuna eklenerek veriimig ve bu uygulama sekilieri arasinda sistemik uygulamanin
daha etkili koruma sagiadigt saptanmistir. Bu durum kuilanilan koruyucu ajanin
uygulama geklinin 6nemili bir faktor olabilecedini digindirmektedir.

3. Sistemik Verapamil uygulamasi ile ilk 1 saatte apoptotik indeksin %100 oraninda
azalmasi ve histolojik inceleme ile bu drmekierin ¢ok iyi korunan érmekier olmasi diger
ydntemiere gére bu yéntemin kisa dénemde daha etkili koruma sagiadi§ini
distndirmektedir.

4, Hucre 68l0mundn bir gekli olan apoptozisin hangi mekanizmalar ile kontrol edildiginin

daha aynntili olarak belilenmesi, yapilan ¢aligmada elde edilen sonuglar ile daha kesin
yargilara ulagabilmemizi sagiayacaktir.
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