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1. GIRIS VE AMAC
Son donemde gerek iilkemizde gerekse diinyada ses getiren iglemler i¢inde yer
alan Vaskilerize Kompozit Doku Nakilleri (VKDN) birgok doku kombinasyonunun
ayni anda nakledilmesi olayidir. Bu nakillerden en bilinir olanlar1 yiiz, kol ve bacak
nakilleridir. Bu nakiller esnasinda transfer edilen dokular igerisinde kas, sinir, cilt,

kemik, tendon ve kemik iligi yer almaktadir.

VKDN basta travmatik kayiplar olmak iizere, tiimor rezeksiyonu ve konjenital
anomalilere bagli kayiplarin giderilmesinde ideal bir segenek olarak gorulmektedir. Son
donemde basar1 ile gerceklestirilen yiiz ve ekstremite nakilleri VKDN nin klinik olarak
uygulanabilirligini géstermistir. Nitekim son donemde basarili 78 el ve 14 parsiyel yiiz

nakli gerceklestirilmistir.

Hayat boyu immumsupresif ilag kullanimi nedeniyle, VKDN rutin olarak doku
onarimmi ve rekonstriiksiyon amaciyla kullanilmamaktadir. Cilt dokusunun ileri diizeyde
antijenik 6zellikleri ve immiinsiipresif ajanlarin ciddi yan etkileri VKDN’nun 6niindeki
en Dblylk engeldir. Hasta uyumu mikemmel olmasina ragmen, klasik
immiinsiipresiflerin kronik trasnplant reddine etkisi kisitl olarak kalmaktadir. Bu sorun

aragtirmacilar1 immiinsiipresyon konusunda alternatif yontemler aramaya itmistir.

Yapilan calismalarda Mezenkimal Kaynakli Kok Hiicre(MKH)’lerin basta
Greft Versus Host olmak {izere organ reddinde meydana gelen inflamatuar olaylar1
modiile edebilecegi gdosterilmistir. Otoimmiin hastaliklar ile ilgili yapilan yiiz
giildiiriicii ¢alismalar mezenkimal kok hiicrelerin VKDN sonrasi olusan sistemik
yanitin mezenkimal kok hiicreler ile module edilebilecegi konusunda bize cesaret
vermektedir (Kuo, Chen, Goto, Lin, ve ark., 2012).

Bu ¢aligmanin amaci vaskiilerize kompozit doku nakli yapilan hastalarda erken
donemde meydana gelen (ilk 24 saat ) sistemik yanitta bobrek ve karaciger tizerinde
olusan olumsuz etkilerin Yag Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre(YDKH)’ler ile
module edilip edilemeyeceginin gosterilmesidir. Bunun sonucunda bu yanitin
mezenkimal kok hiicreler ile kontrol altina alinabileceginin gosterilmesi ile bu islemlere
bagl olusacak komplikasyonlarin azaltilmas:t ve daha fazla sayida kisiye giivenle

yapilabileceginin deneysel olarak gosterilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kompozit Doku Nakli

Plastik cerrahinin organ nakilleri ile ilgisi organ naklinin tarihi ile yasittir.
Aslina bakarsaniz Amerika’da ilk bobrek nakli 1955 yilinda bir plastik cerrah olan
Joseph E. Murray tarafindan yapilmistir. Rekonstriiktif cerrahi prosediirleri i¢inde
birgok farkli dokuyu iceren kompozit flepler giinliik rutin iginde siklikla
kullanilmaktadir. Ancak ek dondr alan morbiditesi olmasi, istenilen miktarda dokunun

tek seferde transfer edilmesinin zorlugu bizleri yeni bir arayis i¢cine sokmustur.

Allojenik veya Ksenojenik kaynaklardan dondurulmus kemik greftlerinin
bagarili bir sekilde transfer edilebilmesi bizleri allojenik transferlerkonusunda
yonlendirici olmustur. Plastik cerrahi iginde vazgegilmez bir unsur olan mikrocerrahide
meydana gelen gelismeler tek asamada birgok farkli dokununun bir arada transfer
edilebilmesi hususunda cesaretimizi arttirmistir. Basarili hiicresel ¢aligmalara ragmen
birgok farkli dokunun ayni anda ve bir biitiinliik icinde aktarilabilmesinin zorlugu

bizleri kompozit doku nakilleri alanina yonlendirmistir.

Allojenik Kompozit Doku Nakli (AKDN) ayni anda bir¢ok farkli doku (cilt,
damar, bag dokusu, kemik, kartilaj, tendon, sinir, kas vs.) c¢esidini iceren ve bunlarin
kendi i¢inde olusturdugu biitiinliik bozulmadan ayni tiirden bagka bir canliya transfer
edilmesidir. (Kuo, Chen, Shih, ve ark., 2011). Ancak bu ifade guniimizde kabaca Ust
ekstremite, alt ekstremite ve yiiz nakilleri i¢in kullanilmaktadir. Basta travmatik
kayiplar olmaz {zere, tiimor rezeksiyonlari, konjenital bozukluklar temel

endikasyonlari olugturmaktadir.

Sosyal bir varlik olan insanin basta yiiz bolgesi olmak tizere, dis goriiniimii onun
toplumla kuracag: iliskilerde belirleyici bir unsur olmaktadir. Diger taraftan giinliik
aktivitelerin basari ile yapilabilmesi hususunda ekstremitelerin salahiyeti ciddi 6nem
arz etmektedir. Birgok rekonstriiktif prosediiriin plastik cerrahlar tarafindan basar1 ile
uygulaniyor olmasmna ragmen 3 boyutlu rekonstriiksiyonlar hala ¢6ziim bekleyen
onemli bir sorundur. Iste bu sorunun ¢dziimii konusunda “kompozit doku nakilleri”

hem hastalar hem de hekimler i¢in iyi bir ¢6ziim yolu olarak goriilmiistiir.



2.2. Yag Doku ve Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Viicudun bir bakima en biiyiik organlarindan biri olan yag dokusu; subkutan,
perivisseral doku, kemik iligi ve meme dokusunda yogun olarak bulunur. Vicut
kitlesinin %4’{inii olusturur. Yag dokusunun beyaz yag doku (BYD) ve esmer yag doku
(EYD) olmak dzere iki farkli formu mevcutur. BYD ile karsilastirildigima EYD
kapillerlerden olugsan daha zengin damarsal yap1 igerir.(Bartness ve Bamshad, 1998)

Yag dokusunun 1/3’linii matiir adipositler, 2/3 {inii ise stromal vaskuler
fraksiyon (SVF) olarak bilinen, kan damarlar1 (endotel hiicreleri) , kok hiicreler,

preadipositler ve fibroblastlar olusturur.

Yag doku visseral ve subkutan olmak iizere ikiye ayrilir. Subkutan yag dokuda
yiizeyel ve derin olarak iki farkli tabakadan olusur. Avug i¢i ve ayak tabaninda bulunan
subkutan yag doku sok emici olarak gorev yapmaktadir. Visseral yag doku ise

intraperitoneal ve retroperitenoal kompartmanlara ayrilmistir.

Yag dokunun viicutta dagilimi oran1 yasa ve cinsiyet gore degismektedir. EYD
boyun, omuzlar, perianal ve paraaortik bolgelerde yogun olarak bulunur. BYD’nin
sarims1 rengi keratenoidlere bagi iken, EYD nin rengi icerdigi mitokonkondrionlara ve

lipokroma baghdir.

Yag dokusu embriyolojik olarak mezenkimal kdkenli olup lipoblastlardan
gelisirler. Bu hiicreler fibroblastlara benzerler ancak stoplazmada yag depolayabilme
kabiliyetine sahiptirler. Hacimlerinin yaklasik %80-95°i kadar trigliserit depo
edebilirler. BYD agirhiginin yaklasik %60-85’1 lipid, bununda %90-99°u trigliserittir.

Gebeligin 30. haftasinda yag depolanmasi baslar. Fetusta 6ncelikli yag olusumu
EYD olup, dogum sonrasi sinirl bir siire icinde beslenme ve diger etkenler baglh olarak
yag hiicelerinin sayica artis1 olabilir ancak sonrasinda hiicre sayisinda bir artig olmaz,

sadece fazla kalorili beslenme ile lipid miktarini arttirirlar. (Avram ve ark., 2005)

Santriftij edilen yag dokusu siispansiyonunu farkli fraksiyonlara ayrilirak

incelendiginde igerisinde pargalanmis olgun yag hiicrelerinden agiga ¢ikan trigliserid,
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olgun yag hiicreleri ve kok hiicre agisindan zengin Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF)

oldugu goriilmistiir. (Ailhaud ve ark., 1992)

Kapsamli bir caligmada yag dokusundan elde edilen SVF’nin ¢ok sayida
anjiogenik ve antiapoptotik faktdr salgilama potansiyeli oldugunu gdstermislerdir ve
baska bir calismada ise SVF’nin kemik iligi gibi mezenkimal kdkenli oldugu ve iyi bir
multipotent kok hiicre kaynagi da oldugunu gostermislerdir.(Zuk ve ark., 2002;
Rehman ve ark., 2004)

2.3. Kok Hucre Bilimi

Kok hiicre, mitozla ¢ogalarak hem kendini yenileyebilen, hem de diger
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegine sahip, 6zellesmemis ana hiicre
tipidir. Kemik iliginde kok hiicrelerin varligi ilk kez Freindstein tarafindan 1976’da
gosterilmistir. Kok hiicre ile ilgili ilk deneysel ¢aligmalar, radyasyonun kemik iligi
tizerindeki etkilerini hafifletmek amaciyla olmustur. Ilerleyen zaman icinde kok
hiicreler, kemik iligi diginda periferik kan, gobek kordonu, deri, dis pulpasi, plasentada
ve tiim dokularda tesbit edilmistir. Yag dokusu igerisindeki varliklar ise ilk kez Zuc

tarafindan 2001 yilinda gosterilmistir.

Kok hiicreler insan viicudunda zigotun olusumundan itibaren mevcuttur. Henuz
sekiz hiicreden olusan ii¢ giinliik embriyoda tiim hiicreler totipotent embriyonik kok
hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Totipotent kok hiicreler plasenta ve tiim viicut
hiicrelerine doniisebilme yetenegine sahiptir. Hiicre bdliinmesinin devam etmesiyle
birlikte 5-8. glinlerde blastokist i¢ hticre kitlesinden viicudun farkli dokularini olusturan
ektoderm, mezodem ve endoderm hiicrelerine doniisebilen pluripotent embriyonik

kok hicreler gelisir.

Daha sonra bu pluripotent kok hiicreler olusturacaklar1 germinal tabakaya
spesifik hale gelirler. Diger tiim dokulara farklilasma yeteneklerini kaybeder ve smirli

sayida hiicre tipine donebbilen erigkin multipotent kok hiicrelere doniisiirler. Ancak



bilinenin aksine Shinya Yamanaka ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada
multipotent kok hicrelere uygun transkripsiyon faktorleri (OCT3/4, Sox2, c-Myc, and
Kif4) verilerek pluripotent kok hiicrelere doniismesi saglanmig (Takahashi ve
Yamanaka, 2006) ve bu calisma Yamanaka’ya “2012 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii nii

kazandirmistir.

Erigkin tip kok hiicrelerise embriyonik yasam sonrasi dokulardan elde edilen
kok hiicrelerdir. Bu hiicreler, 6zellesmemis ve kiiltiirlerde uzun dénem (37 pasaj bo-
yunca) farklilagma gostermeksizin ¢ogalabilen, buna karsin 6zellesme potansiyeli

tastyan hiicrelerdir.

Erigkin kok hticreler temel olarak ti¢ ana kategoride incelenir:

I.  Kan hiicrelerini olusturan hematopoetik kok hiicreler
Il. Osteoblast, kondroblast, adipositlerin koken aldigit MKH’ler
I11. Organa spesifik, unipotent kok hucreler.

Uluslararas1 Hiicre Tedavileri Toplulugu tarafindan mezenkimal kok hicrelerin

asagidaki kriterleri saglamasi gerektigi belirtilmistir.

e Plastik ve cam ylzeylere yapisabilme

e Hiucre yuzeyinde minimum CD73, CD90, CD105 ekspresiyonunun yani sira
hematopoetik kok hicre belirtecleri olan CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a
veya CD19 ve HLA-DR yiizey molekdllerinin negatifligi

e Bu hicrelerin in-vitro adiposit, kondrosit veya osteoblast gibi mezenkimal
hiicrelere doniigebilme yeteneginin bulunmasidir. Yakin zaman iginde bu
hiicrelerin mezoderm diginda, endoderm ve ektoderm kokenli hiicrelere de

doniigebildikleri in-vivo ve in-vitro olarak gosterilmistir


http://tr.wikipedia.org/wiki/Nobel_Fizyoloji_ve_T%C4%B1p_%C3%96d%C3%BCl%C3%BC

2.4. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Yag dokusunun 1 graminda yaklasik 5000 koloni olusturucu iinite (CFU)
mevcut iken, 1 ml kemik iligi kokenli materyalde 100-1000 CFU mevcuttur. Yag
dokuda kemik iligine nazaran ortalama 10 kat daha fazla kok hiicrenin mevcut olmasi,
elde edebilme kolayligi, bu hiicrelerin rejeneratif tip ve doku miihendisligi alaninda

kullanimini yaygmlastirmustir.

Yag dokusunu olusturan hiicrelerin % 90’1 adiposittir. Ancak flow-sitometri ile
yapilan incelemeler sonucunda yag dokusu igerisinde; matiir adiposit, pre-adiposit,
post-adiposit, mezenkimal kdkenli kok hiicre, makrofaj, fibroblast, retikilosit, vaskuler
endotel hticreleri, mast hticreleri ve sinir sistemi elemanlarinin da bulundugu tesbit
edilmistir. Yoshimura ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢calismada intakt yag dokusunun %
16 adiposit, % 30 adipoz kdkenli kdk hiicre, % 15 endotel, % 9 kan orjinli hiicreler ve

% 30 diger hiicrelerden olustugunu gosterilmistir.

Kok hiicrelerin yag dokusu icerisinde kan damarlar1 ¢evresindeki perisitler
oldugu veya fibroblastlarin bir subpopulasyonu olabilecegi seklinde yorumlar mevcut
olmakla birlikte heniiz kokenleri net olarak tanimlanamamistir. Son donemde yag
dokusu i¢inde, adipositler arasinda SSEA-3 (Stage specific embriyonic antigen) olarak
tanimlanan ve diger adipoz kokenli kok hiicrelerden farkli yeni multipotent master
hiicre tiirii kesfedilmistir. Bu bilgi, biri yag dokusu i¢inde lokalize ve sadece acil
durumlarda aktive olan multipotent kok hiicrelerin varhigmi, digeri ise kapillerler
cevresinde yerlesen ve dokunun fizyolojik doniisiimini diizenleyen progenitor
hiicrelerin varligmi ortaya koymasi bakimindan onemlidir. (Giindeslioglu ve ark.,

2013)

2.4.1. Kok Hiicrelerin Doku Onariminda Etki Mekanizmalari

Kok hiicrelerin doku onarimina katkilar1 6zellikle doku yaralanmasinin oldugu
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Normal zamanda saglikli doku igerisinde sessiz halde
bulunan kok hiicreler, yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan endokrin ve parakrin iletiler

(selektin, kemokin, integrin etkilesimleriyle) sayesinde ¢evre dokulardan ve kemik
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iliginden, yaralanmis dokuya dogru go¢ eder. Kok hiicreler, aldiklar1 sinyal
mekanizmalarin etkisi ile ortamdaki progenitor hiicreleri ¢ogalma ve farklilagsma
yoniinde stimiile ederler. Bunun yani swra salgiladiklar1 biliylime faktorleri ve
mediatOrler sayesinde anti-inflamatuar ve immunmodulatuar etki meydana getiriler. Bu
sayede matriksin yeniden sekillenmesine katkida bulunurlar. Kok hiicrelerin, transfer
edildikleri ortamlarda bulunan hiicre tiirlerinin ylizey isaretgilerini sunabildikleri
immunolojik boyama yontemleri ve revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile
gosterilmistir. Fakat temelde etkilerini ortam hiicrelerine doniiserek mi yoksa parakrin

fonksiyonlariyla mi1 yaptiklari konusundaki tartigma halen devam etmektedir.

Doku hasarmimn ilk giiniinde ortama, yaralanmis dokulardan ve aktive olan
plateletlerden; temel fibroblast biylime faktori (basic fibroblast growth factor, b-FGF),
trombosit kokenli buytume faktoru (platelet-derived growth factor, PDGF), epidermal
blyume faktorii (epidermal growth factor, EGF), doniistiiriicii biiyime faktori-p
(transfroming growth factor-p, TGF-B) ve tiimor nekrozis faktor o (tumor necrosis

factor a, TNF-a) salinir.

Yag dokusunda iskemi ve reperflizyon yaralanmasiyla ilgili yapilan deneysel
bir ¢alismada; yaralanmanin 1. gliniinde ortama salinan bFGF faktore ve iskemiye
cevap olarak, YDKH’lerin, ¢ogalmakla kalmayip ayni zamanda kuvvetli damarlanma
stimiilani ve fibrogenezis inhibitori olan hepatosit biytime faktori (hepatocyte growth
factor, HGF) salgiladiklar1 tespit edilmistir.(Suga ve ark., 2009)

Ortamdaki apopitotik endotel hiicrelerinden salinan EGF’ {in de kok hiicrelerin
antiapopitotik cevabini arttirdigi gosterilmistir. YDKH’lerin ortamdaki buytme faktor-
leri ve stimilanlara cevap olarak hem adipositlere hem de vaskiler endoteliyal

hiicrelere doniistiigii diistiniilmektedir.(Matsumoto ve ark., 2006)

Ancak vaskuler endotel hiicrelerine doniisiim deneysel ¢calismalarda gosterildigi
halde invivo ¢alismalarda nadiren tespit edilmistir.(Kondo ve ark., 2009) Ayrica, kok
hiicrelerin yaralanmig ortama infiltre olan l6kositlerden salinan pro-inflamatuar
sitokinlerin (interleukin-1p (IL-1p), TNF-o, interferon-y ve nitrik oksit sentetaz (nitric

oxide synthase) salmimini azaltip, anti-inflamatuar sitokinlerin (IL- 1beta, IL-10,



bFGF, TGF- B ve antipitotik gen Bcl-2) salinimimi arttirdigi da gézlenmistir.(Cui ve
ark., 2007)

Bu mediatérlerden 6zellikle TGF-B mezenkimal kok hiicrelerin doku hasart
uzerindeki etkilerinin yonetilmesinde 6nemli rol oynar. Ayrica etraf yag dokuda sessiz
konumda bulunan veya kemik iliginden orijin alan diger kok hiicreleri aktive ederek
ortama cagirir. Yaralanmanin 2-4. (inflamatuar faz) giinlerinde yag dokusu ig¢inde
yerlesmis mast hiicreleri ve trombositler de diger hiicreler gibi TNF o, VEGF, PDGF,
TGF-B salgilayarak iyilesmeye katkida bulunur. Yaralanmanm 5-7. glnlerinde
(proliferasyon fazi) ise VEGF, HGF, IL-8 ve matriks metalloproteinaz-8’in (MMP-8)
yara sivisinda artar. Kompansatuar proliferasyon olarak da adlandirilan bu dénemde
yag doku kokenli kok hiicrelerin yeni yag dokusu hiicrelerini olusturdugu
gosterilmistir. Bu sekilde bir taraftan iskemiye bagli bir grup hiicre apopitoza giderken
bir taraftan da yeni nesil adipositler olusturularak remodeling siirecine girilmis olur.
Yaklasik 2 hafta icerisinde yaralanmis yag dokusu iyilestirilir. Ortamda bulunan kdk
hiicrelerin sayis1 ve kok hiicrelerin yerlestigi mikrogevreyi olusturan matriks bilesenleri
stirecin yeni dokunun rejenerasyonuyla m1 yoksa fibrozis ve kalsifikasyonla mi

sonuglanacagini belirler.

Kok hiicrelerin bir diger 6zelligi de insan 16kosit antijenlerini (HLA-DR)
eksprese etmemeleri ve allojenik, aktive olmus lenfositleri (T reg) suprese
edebilmeleridir. YDKH immunmodulator 6zellikleri in-vivo ve in-vitro ¢aligmalarda

gosterilmistir.

2.5. Apoptozis

Her hiicre yasam sikulusu igerisinde dogar, cogalir (proliferasyon), farklilasir
ve Oliir (apoptozis). Biitiin bu olaylar kendi i¢inde dogal bir denge halinde devam eder.
Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve yikimm bir diizen i¢inde olusu,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde devam etmesine baglhdir. Birgok
onemli hastaligin patogenezinde bu dengenin bozulmasinin rol aldig1 son ¢aligmalarda
gosterilmistir. Mesela; artmis proliferasyon ve azalmis apoptozisin karsinogenezisde
rol oynadig1 gosterilmistir. Apoptozis, hiicrenin yasam ¢emberi boyunca yapim-yikim
dengesinin siirdiiriilmesini saglamaktadir. Ornegin kemik iliginden siirekli olarak hiicre

iiretimi devam ederken, giinde yaklasik 5x10*' kan hiicresi apoptozis yolu ile yok
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edilmektedir. Barsak epitel hiicrelerinin devamli yenilenmesi, mensturasyon esnasinda
uterusun i¢ yliziindeki hiicrelerin 6ldiiriilerek uzaklastirilmasi apoptozisin hayatimizda

ne kadar 6nemli bir yer aldiginin kanitidir.

Apoptozis, organizmada hasar gdrmiis veya organizma i¢in tehlikeli olabilecek
hicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Mesela viriisle enfekte hiicreler bu yolla
ortadan kaldirilmakta ve sebebiyet verecekleri ek durumlar 6nlenebilmektedir. Hasarli
DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir. Ciinkii hiicrenin DNA’sinda meydana
gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin

apoptozis yolu ile dldiiriilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Aksit ve Bildik, 2008).

2.5.1. Apoptozisin tanim ve tarihgesi

Canlmin kendi otonom mekanizmasi tarafindan ayarlanan zararli, yaslanmas,
bakteri ve otoreaktif virislerle enfekte veya istenmeyen kendi hiicrelerinin bir diizen
icerisinde enerji (ATP) kullanilarak ve zaman endeksli olarak iz birakmadan
Oldurtlmesi sireci apoptozis olarak tanimlanir. Basgka bir deyisle apoptozis, yasam
boyu devam eden programli, bir hiicrenin genetik olarak diizenlenen sistematik yok

olus fenomenidir.

Apoptozis bircok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (=ayr1) ve
ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus “Sonbaharda yaprak
dokimii nii tanimlayan bir kelimedir(Aksit ve Bildik, 2008). Hiicre 6lumuyle ilgili ilk
bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni boya yontemlerinin kesfiyle baglamig
ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir. 1972 yilinda, iskemiye maruz kalan dokunun
etrafinda nekrozdan daha farkli hiicre 6liimi gosterilmis ve buna, aga¢ yapraklarinin

govdeden ayrilmas1 manasinda ‘apoptozis’ ad1 verilmistir (Oktem ve ark., 2001).



2.5.2. Apoptozisin fonksiyon ve amaclari

Apoptoziste temel amag¢ komsu hiicrelere hasar vermeden ve onlar1 kotii yonde
etkilemeden ve iz birakmadan hedeflenen hiicrelerin yok edilmesidir (Gultekin ve ark.,
2008). Programli hiicre liimiiniin, biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda, gelismede ve

dengenin saglanmasinda vazgegilmez bir rolii vardir.

2.5.3 Apoptozisin homeostazis icindeki yeri

e Yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarini kaybetmis hucrelerin ortadan
kaldirilmast

e Hormona bagimli involiisyon (6rnegin; prostat, endometrium ve meme dokusu
hlcrelerinde)

e Siirekli ¢cogalan hiicre gruplarinin azaltilmasi (6rnegin; gastrointestinal sistem
hicreleri, deri)

e Immiin hiicrelerin se¢imi (&rnegin; Sitokin deplesyonundan sonra B ve T

lenfositlerin ve timusta otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirilmasi)

2.5.4. Organizmanin sekillenmesi

Embriyo gelisimi, baskalasim ve doku atrofisi sirasinda oldugu gibi. Insan
embriyosunda el ve ayak ekstremitelerinin gelisimi esnasinda, parmaklar arasinda
mevcut hiicrelerin apopotozise gitmeleri sonucu yapisik parmak ( sindaktili) olusumu

engellenmektedir.

Tiimor hiicreleri, virlisle kontamine olmus hiicreler veya kontrolsiiz ¢cogalan
immiin hiicreler gibi istenmeyen ve tehlikeli hiicreler ortadan kaldirilir ve bunlara kars1

savunma olusturulur.
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Bir giinliik yasam dongiisii icinde yaklasik 10 milyar hiicre mitozla ¢ogalirken
diger tarafta 10 milyar hiicre de 6lmektedir. Bu miktar tiim viicudumuzda mevcut tiim

hiicrelerin sadece % 5’lik kismini olusturmaktadir.

Hiicreler apoptozis ile 6limu 15-120 dakika i¢inde gergeklesmektedir. Bu siire
hiicrenin yasam siiresi tipine gore degismektedir. Mesela; bagrsak hiicreleri 3-5
giinliik bir yasam siiresini takiben oliirken, derinin epidermis hiicreleri 20-25 glinlik
bir slire de 6lmektedir. Diger taraftan Kalp kasi hiicreleri ve ndronlar émir boyu
yasamlarmi devam ettirmektedirler. Tiim bu Oliimler fizyolojik sartlarda meydana
geldigi icin, fizyolojik hiicre dliimii olarak da adlandirilir (Oktem ve ark., 2001; Aksit
ve Bildik, 2008; Gultekin ve ark., 2008)

2.5.5. Apoptozis ve nekroz

Hiicre 6liimii morfolojik olarak 2 sekilde siniflandirilmaktadir.

1) Patolojik hiicre 6limi ( nekroz)

2) Fizyolojik hicre 6limi (apoptozis)

Nekroz hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 151k
gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan istenmeyen bir siirectir.(Oktem ve ark.,
2001) Bu olayda hiicre plazma membran lipidlerinin peroksidasyonu sonucu hicre
icerigi ortama dokiiliir, sonugta inflamatuar yanit olusur ve komsu hiicreler de bundan

etkilenir. Nekroz ile Apoptozis arasindaki farklar asagida ki tabloda gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar. (Oktem ve ark., 2001)

karyoreksis, karyolizis

Ozellik Nekroz Apoptozis

Dagilim Komsu hiicre gruplari Dokuda tek tek hucreler

Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik/patolojik

Eksudatif Yang1 Genellikle var Yok, =* hicresel
immunite

Isik Mikroskobisi Bazofili, piknoz, Kresentrik goriiniim,

eozinofilik partikl

Elektron Mikroskobisi

Hiicrede sisme,

Voliim kaybi, apoptotik

membranda yirtilma, cisimcikler
kromatinde erime, kayip
Fagositoz Monontikleer hiicreler Fagositik ve komsu
hicreler
Mekanizma Kimyasal ya da yapisal Makromolekul sentezini
parcalanma gerektiren aktif hiicresel

yikim

2.5.6. Apoptozis Morfolojisi

Apoptozis asamalari su sekilde 6zetlenebilir;

A. Olum sinyali,

B. Kromatinde sikigma,

C. Hicrede parcalanma,

D. Fagositoz
Ozet olarak apoptozis

A; Eksternal olarak

= Hiicreler hacim kaybeder ve biiziistir.

= Hiicre ylizeylerinde kiiresel kabarciklar olusur (blebbing).

= Fosfatidilserin hiicreden disar1 ¢ikar.
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B; Internal olarak

= Sitoplazma yogunlasir

= Mitokondriyum, sitokrom-C gibi apoptozisi uyaran faktorleri serbestlestirerek
biitiinligiinii kaybeder ve parcalanir.

= Kaspazlar aktive olur.

= Kromozomal DNA’lar kendi icinde 180-200 bp’lik intranikleozomal
fragmanlara ayrilarak parcalanir.

= Hiicre sagkalimi ve metabolizmasinda ¢ok Onemli oldugu diisiiniilen ve
molekiiler agirligi 100 daltonun tizerinde olan birgok protein de benzer sekilde

pargalanir. (Giltekin ve ark., 2008)

Apoptozisde ana morfolojik olay, nukleusun yogunlasmasi ve daha sonra
parcalara ayrilmasidir. Immun elektroforez yapildiginda ‘ladder pattern’ olarak
isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur. Normalde bir hiicrede birbirini
takip eden 7 kirilma onarilirken, apoptoziste yaklagik 300.000 kirilma meydana gelir
ve hiicre onarimi yapilamaz. Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar
olusur ve hicre, stoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik
cisimciklere pargalanir. Apoptotik hicreler komsu hicreler ile makrofajlar
tarafindan taninir ve fagosite edilir. Apoptotik hicrelerin taninmasi, plazma
membranindaki degisikliklerle olur. Normalde hiicre membranmin i¢ tabakasinda
olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yapragina
goc eder. Fagositik hucrelerin vitronektin, lektin 6zelligindeki reseptorleri

fosfotidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir.

Apoptozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve cevre hicrelerle olan temasin
kaybolmas: ile karakterizedir. Hicresel biiziismenin nedeni Na, K, Cl tasiyict
sistemin durmast nedeniyle hucre i¢i ve dis1 arasindaki sivi  hareketinin
olmamasidir. Apoptotik uyarmmi alan hicre, hacminin yarisina diiser, cevre ile
olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslart kaybolur. Elektron mikroskobunda
gOzlenen degisikliklerde, Oncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’ olarak tanimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili

olmaktadir.
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Fosfolipitler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin
ile disg tabakada bulunan fosfatidilkolin asimetrik olarak dagilmiglardir. Normal
hicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile aktif olarak korunmaktadir.
Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da diger enzim sisteminin
aktivasyonu sonucu fosfotidilserin dis yiizey tabakaya yerlesir. Bu durum
apoptotik cisimcigin fagositozu igin bir uyaridir. Apoptotik cisimcikler, sitokin
salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu
hlcreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30-60 dakika gibi bir strede
tamamlanir. Hucre iskeleti apoptozda ©onemli bir role sahiptir. Elektron
mikroskobunda apoptozis esnasinda, kromatinin yogunlagsmasi, stoplazmanin
blzilmesi, plazma membraninin kabarmasi, mitokondri dis membraninda sisme,
mitokondrial membran araliginda sitokrom c ve bir oksidorediiktaz ile iliskili
flavoprotein olan Apoptozis Indikleyici Faktér salinmi, oldugu bildirilen
morfolojik degisikliklerdendir.(Aksit ve Bildik, 2008)

2.5.7. Apoptozis Mekanizmalari

Hicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya cevreden
gelen sinyallerle apoptozis baglamaktadir.
2 apoptotik yol tanimlanmustir;

= Ekstrinsik yol; hiicre yuzeyindeki 6lim reseptorleri ile gerceklestirilir

= intrinsik yol; biyiime faktor sinyallerinin kaybma veya hiicre icindeki
0lim situmuluslarma cevaben olusan mitokondri aracili yoldur. (Burz ve ark.,
2009)

Apoptozis Onceden hazir olan hicrelerde primer baslatilabilir ya da bir

uyaran sonucu sekonder olarak gelisir.

Hicre dis1 uyaranlar arasinda; TUmor nekroz faktori (TNF), koloni uyarici
faktorler, néron biyume faktoru, instlin benzeri blyime faktord, interlokin-2 gibi
maddelerin ortamda azalmasi ve glukokortikoidler, radyasyon, ilaclar, cesitli
antijenler 6nemli yere sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde roli oldugu
belirtilen Fas/FasL, sFas proteinleri, virtsler (HIV gp120 proteini, influenza virGsu
TNF reseptort Gzerinden; adenoviris hiicre genetik yapisini bozarak) hiicreyi

apoptozise gotirmektedir.
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Apoptozisi etkileyen hiicre igi uyaranlar arasinda; Sitokinler, hiicre igi
kalsiyum miktarinda artig, timor nekroz faktér, DNA hasar1 nedeniyle bir timor
supressor gen olan p53’0n aktive olmasi, viral, bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler, onkojenler (cmyc gibi) yer alir. Ayrica, sitotoksik antikanser
ilaglari, hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz meydana

getirirler.

Apoptozda hiicre 6limi cevreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen
apoptozis dolayli olarak cevre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz

apoptozis gelismesine yol acabilir.

Apoptozis sireci;

I.  DNA hasarina genlerin yanuti,

Il. Hucre membrani tarafindan 6lim sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi),

I1l. Hlcreye dogrudan proteolitik enzim girisi olmak (zere 3 farkli sekilde
isleyebilir.

Apoptoz siirecinde belli bagli li¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar;

1. Bcl-2 ailesi proteinleri,

2. Kaspazlar

3. Apaf-1 (Apoptotik aktive edici faktor-1) proteinidir.

Bu bilesenlerin  biyokimyasal  aktivasyonu, apoptozda goOzlenen
mitokondriyal hasar, cekirdek zari kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlasmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden
sorumludur. (Aksit ve Bildik, 2008)

2.5.8. Apoptozisi Kontrol Eden Genler

Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir.
Bunlar Tablo 2.2. de verilmistir.(Oktem ve ark., 2001)
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Tablo 2.2. Apoptozis ile iliskili genler (Oktem ve ark., 2001)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler

Bcl-2 grubundan: BHRIL-1, bel-xl,  Bcl-2 grubundan: Bad. Bax,

bel-w. bil-1, brag-1. mel-1.A-1 Bad. Bel-xS., bid. bik. hrk-1
c-abl geni Cmyc

Ras onkogeni p53.p21

(Ozilinebilir fas Fas (CD95/APO1).

FADD/MORT, RIP. FAST

p3S3 Interlokin doniistiirticii enzim
benzeri proteinler (ICE)
A20 LOH (MTS1/CDK41)

2.5.9. Apoptozis Regulasyonu

Regulasyon; Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 (yesi
tanimlanmustir; bunlardan bazilari apoptozis inhibitéridar (antiapoptotik), bazilar: ise
apoptozisi uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Apoptotik sinyalin
alinmasindan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarmm iyon
gecirgenligini (permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle
sitokrom ¢ ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zari iginde yer
alan faktorler sitoplazmaya gecerler. AIF dogrudan yogunlasan kromatine ve
parcalanan c¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom ¢ apoptozun en son
basamaginda gorev alir. Sitokrom-c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e
baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu kompleks ‘apoptosom’ olarak
isimlendirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir.
Apoptozom araciligiyla prokaspaz-9’un aktiflesmesiyle olusan aktif kaspaz-9
efektor kaspazlardan prokaspaz-3’0 aktive eder ve aktif kaspaz-3 meydana gelir.
Aktif kaspaz-3, normalde kaspazla aktiflesen deoksiksiriboniikleaz ile kompleks

halde bulunan, kaspazla aktiflesen deoksiribonutkleaz inhibitoéri’nl inaktive eder ve
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kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz’t serbestlestirir. Serbestlesen kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz da DNA’y1 oligontkleamaz fragmanlara ayirir.
(Glltekin ve ark., 2008)

2.5.10. Apoptozisin Indiiksiyonu

Apoptozis hicre 6lim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger isimleriyle APO-
1, CD95) ve timor nekroz faktor reseptori—1 (TNFR-1)’in ilgili ligandlar: ile
etkilesime girmesi (uyarilmalari) sonucu induklenir. Bu hiicre ylizey reseptorleri,
hiicre membraninda bulunur ve timor nekroz faktor resptori (TNFR) ailesinin
uyesidirler. Fas lenfoid hicrelerde, hepatositlerde, bazi timoér hicrelerinde,
akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagl:
bulunan ve 6lim bdlgeleri adi verilen TRADD (TNFR-1 associated death domain)
ve FADD (Fas associated death domain) ile interaksiyona girerler. Bu Olim
bolgeleri ise  prokaspaz 8’i aktiflestirerek  kaspazlarin kaskad tarzinda
aktivasyonlarmi baglatirlar. (Aksit ve Bildik, 2008)

2.5.11. Apoptozis ile iligkili hastaliklar
Apoptozis;

e Tumorlerde, hem buyiime hem de regresyonda hicre 6limu
(kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisiyle ve spontan
regresyonda),

e Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi,

e Parenkimattz organlarda duktus tikanmasina bagli patolojik atrofi (6rn.
karaciger),

o Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hticre 6limd,

e Bazi viral hastaliklarda hiicre 6limu (6rn. HIV-1, HCV, Adenoviris
infeksiyonlarinda),

e Cesitli zedeleyici etkenlerle olusan hiicre Olumi (hipertermi, radyasyon,
sitotoksik kemoterapi, hipoksi gibi nekroz olusturan etkenler) gibi patolojik
surecler. (Oktem ve ark., 2001)
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Etyopatogenezinde apoptozisin rolliniin gosterildigi hastaliklar;

Otoimmuin hastaliklar; Apoptozisle, yasli T lenfositler, timusun kontrolundan
ve denetiminden kacan otoreaktif T lenfositler 6ldirulur. Timustaki bu negatif
seleksiyon ile organizmanin self tolerans1 korunur.(Baykal ve ark., 1998)
Otoimmin hastaliklarda T lenfositlerinin negatif seleksiyonu olmamaktadir.
Ornegin, otoimmiin linfoproliferatif sendrom’da mutasyonlar nedeniyle
yetersiz apoptozise ugrayan lenfosit sayisi artar ve bir gok otoimmiin hastalik
ortaya ¢ikar.(Gultekin ve ark., 2008)

Astim,

Amiyotrofik lateral skleroz; Spinal motor ndronlar asir1 apoptozis
nedeniyle kaybolarak azalir,

Alzheimer hastaligy,

Huntington hastaligi,

Miyokard iskemisi,

Serebral iskemi (Gultekin ve ark., 2008),

Sepsis (Pinheiro da Silva ve Nizet, 2009)

2.5.12. Tedavide Apoptozis

Bugun bir¢cok hastaligin hiicre 6lumi ya da yasami ile ilgili oldugu

bilinmektedir. Bu nedenle apoptotik slirece miidahale ederek yeniden diizenlenmesi,

onemli tedavi yontemlerini giindeme getirmektedir. Potansiyel tedavi yontemleri ¢

kategoride toplanmaktadir ki bunlar; gen tedavisi (p53’in yedeklenmesi vb.),

apoptoz molekillerinin dizenleyicilerini hedefleyen molekillerin enjeksiyonu

(Growth faktorler ve cozllebilir FasL vb.), apoptozla iliskin genlerin ifadesini

(ekspresyonunu) dizenleyen farmakolojik kigiik molekuller (Bcl-2 vb.). Bugiine

kadar non-steroidal antiinflamatuvarlar gibi apoptoz dizeyini degistirdigi bilinen

birgok ila¢ vardir. Aslinda biitun sitotoksik ilaclar ve radyoterapi programlari timor

hlcrelerinde apoptozu baslatir ve apoptoza olan direng tedavideki basarisizligi

getirir. Ustelik bu tedaviler, normal hiicrelerde de apoptozu baslatir ve kemik iligi

uzerinde olumsuz yan etkileri vardir.
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Ayrica apoptoz inhibisyonu yapan bagka proteinler ve sentetik 6zgul kaspaz
inhibitérleri de Uretilmektedir. Tedavide kaspaz ailesi Uyeleri ve Bcl-2/Bax
ailesindeki genlerin ekspresyonlar1 da 6nemli yer tutmaktadir. (Aksit ve Bildik, 2008)

2.5.13. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

2.5.13.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-eozin boyamada, hematoksilen boyas1 kromatini boyadigindan
apoptotik hicreler nukleus morfolojisine gore degerlendirilir.  Gozlenebilen
degisiklikler sunlardir: hlcre kictlmesi veya sitoplazmik kigulme, kromatinin
kondanse olmasi ve nukleus zarmin periferinde toplanmasi, nukleusun kugulmesi
veya parcalara bollinmesi.(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.2. Giemsa Boyama

Giemsa ile boyamada, hematoksilen-eozin ile boyamada oldugu gibi
nukleus morfolojisi esas alinarak apoptotik hticreler tanmnir.(Giiles ve Eren, 2008)
2.5.13.3. Floresan Mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin kullanilmasiyla yapilan bir
boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hicrenin
kromatini dolayisiyla nukleusu gortnur hale gelebilir. Canli ve 6li hicre ayrimimi
yapabilmek i¢in, canli veya 0lu tim htcreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst
boyasi) ile sadece 6l hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn. Propidium iyodir)
beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canli) hucreler, propidium iyodur gibi
sadece membran biitiinliigii bozulmus (6lt) hdcreleri boyayan bir madde ile
boyanmazlarken, Oli veya canli tim hicrelere girebilen Hoechst boyasi ile
boyanirlar. Kuskusuz, bu yontemle hucrelerin 6li ya da canli oldugu anlasilabilir
ama Olu hicrelerin apoptozla veya nekroz ile olip Olmediklerinin ayrimi,
hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisine bakilarak yapilir. (Giiles
ve Eren, 2008)
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2.5.13.4.  Elektron Mikroskopi

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gdzlendigi bir yontemdir.
Sitoplazmik kiculme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus membraninin biitiinliigiiniin bozulup

bozulmadigi gibi subselliiler detaylar da incelenebilir.(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.5. Faz Kontrast Mikroskopi

Bu tir mikroskop sadece hiicrelerin kultlir ortaminda, hiicreyi veya hiicre
toplulugunu incelemek amaciyla kullanilir. Olen hiicrelerin yapistiklar: alt
tabakadan ayrilarak besiyerinde yuzmeleri, apoptotik htcreler zerinde gelisen
cepcikler, hucreler hentiz alttabakaya yayilmis halde iseler stoplazmalarindaki
vakuoller izlenebilir.(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.6. Anneksin-V Yontemi

Normal hticrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yuziinde membran lipidlerinden
biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde
i¢ ylzde yerlesmis olan PS molekulleri hiicre zarinin dis yizine transloke olurlar.
Bu yer degistirme hiicre membran biitiinliiglinlin bozulmadigi apoptotik hicre
olimandn erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin- V, hicrenin dis ylzeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir
madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hticre gorunir hale getirilebilir.
FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre yuzeyindeki fosfatidilserine baglanma orani
flow sitometri ile Olctlebilmektedir. Nekrotik hucrelerin yuzeylerinde de Anneksin-
V baglanmasi goriilebildigi icin ikinci boya olarak propidyum iyodur
eklenmektedir.(Giiles ve Eren, 2008)
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2.5.13.7. TUNEL yo0ntemi

DNA kiriklarinin in situ olarak tanmnmasini saglar. Konvansiyonel parafin
kesitleri, terminal deoksinikleotidil transferaz (TdT) ve nonizotopik isaretli
nukleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme

ardindan floresan veya enzimatik goruntileme, apoptotik hicreleri digerlerinden

ayrmada yeterli olmaktadir. Bu yontem yaygm olarak “TdT-dUTP nick-end-
labelling”  sOzciklerinin  kisaltilmast  olan  “TUNEL”  yontemi  adiyla
anilmaktadir.(Giiles ve Eren, 2008)

25.13.8. M30 Ydntemi

M30 yonteminde apoptotik hicreler, sitokeratin 18’in kaspazlarin etkisiyle
kirilmasi sonucu agiga ¢ikan Yyeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal

yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenirler.(Giiles ve Eren, 2008)

25.13.9. Kaspaz-3 Yontemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hicrelerde olusan aktif kaspaz-3
immunohistokimyasal boyama metoduyla belirlenebilir.(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.10. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz orta buyuklikte ve blyuk DNA molekillerini elektroforezle
ayrrmak i¢in en yaygin destek ortamudir. Agaroz jeller genellikle floresan bir boya
olan ethidium bromide ile boyanir ve UV 15181 altinda DNA pargalar1 goruntilenir.
Apoptotik hiicrelerdeki endonukleaz aktivasyonu kromatinin oligoniukleozomal
pargaciklara ayrilmasina neden olur. Bu enzim kalsiyum ve magnezyum bagimli
olup, DNA’da tipik olarak 180-200 baz cifti ve katlar1 bigiminde bir parcalanmaya
yol acar. Bu pargalanma paterni, agoroz jel elektroforezinde merdiven bigciminde
“ladder pattern” izlenir ve apopotoz icin tipiktir. Agaroz jel elektroforez guvenilir
sonuclar veren kalitatif bir analiz yontemidir.(Gtiles ve Eren, 2008)
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2.5.13.11. Western Blotting

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen ydntem, bir protein
karisimi igindeki belirli bir proteini ve biyiikligiini saptamak igin kullanilan
nicel bir yontemdir. Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen ylksek
kalitede bir antikor kullanimma baglhidir. Bu antikor prob olarak kullanilarak ilgili
protein bir karigimin iginden saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein
biriktigini gosterir. Bu metot yardimiyla apoptoza 0zgl bazi proteinlerin eksprese
olup olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (0rn. kaspaz-3)
saptanmas1 mumkundur. Sitokrom ¢’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu metodla
belirlenebilir.(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.12. Flow Sitometri

Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile isaretlenmis antikor
kullanilarak apoptozda eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre yizey
proteininin saptanmas1 mimkuandir. Boylece apoptotik hiicreler belirlenebilir. Kolay
uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman almamasi ve Kkantitatif sonug verebilmesi
acisindan Klinikte apoptozun belirlenmesi agisindan kullanighdir. Apoptoz flow
sitometri uygulamasinda iki sekilde belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak .(Giiles ve Eren, 2008)

2.5.13.13. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA yoOnteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli
antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin eklenmesi ile eger antijen veya
antikor var ise renk olusumunun gdzlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarl spesifik
ve c¢abuk sonug veren bir testtir. Apoptozda gorilen ilk olay, sitoplazma igine

niikleozomlarin salinmasini takip eden DNA fragmentasyonudur. ELISA ile gerek
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kaltlrl yapilmis hiicre populasyonlarinda, gerekse insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek mimkindur. Ayni sekilde M30 diizeylerinin 6lcimu
de mimkindir. ELISA analizinde, ELISA pleytlerindeki sitoplazmik niikleozomlar1
belirlemek ve yakalamak icin iki niklozomal epitopa spesifik bir ¢ift monoklonal
antikor kullanilir. Bu analiz yontemi agaroz jel elektroforez ile apoptotik DNA
merdiveninin belirlenmesinden yaklasik 500 kat daha fazla duyarli ve ¢cok sayida
ornegin test edilmesi igin daha uygundur. (Giiles ve Eren, 2008)

2.6. Doku Nakilleri ve Bdbrek

2.6.1. Bobregin Anatomi ve Fizyolojisi

Bobrekler insan viicudunda retroperitoneal kavitede, karin arka duvarinin en
st kismunda ve columna vertebralisin her iki yaninda bulunurlar. Ust uglari 12.
torakal vertebranin Ust kenari, alt uglar1 ise 3. lomber vertebra seviyesinde bulunur.
Sag bobrek, karacigerin sag lobunun blyiik olmasi ve basisi nedeni ile sola gore
1-2 cm daha asagida bulunur. Yetiskin bir insan bobregi yaklagik 12 cm
uzunlugundanir ve erkeklerde yaklagik 150 g, kadmlarda ise 135 g agirligindadir.
Bobrekler en dista fibroz bir kapsul ile sarilmistir. Sagital olarak kesildiginde dista
korteks, icte medulla olmak Uzere 2 kisimdan olusur. Medulla, medullar piramit ad:
verilen 10-18 adet piramidal yapidan olusur. Piramitlerin tabanlari kortikomedller
bolgede bulunurken, tepe kisimlar kaliks icine kadar uzanir. Kaliks i¢ine agilan bu

kisimlara papilla ismi verilir. (Junqueira ve ark., 1993)

Renal arter hilustan bobrege girer, dnce interlober daha sonra arkuat arterlere
ayrilir. Interlobuler arterler arkuat arterlerden dik olarak ¢ikar. interlobuler arterlerden
glomeriile giden afferent arterioller koken alir. Glomeriilii olusturan kapillerler
birleserek efferent arteriolleri olusturur. Efferent arterioller dallanarak tiibiiliisleri
saran, bobrekteki ikinci kapiller ag sistemi olan peritiibiiler kapiller ag1 olusturur.
Peritiibiiler kapillerden gelen kan vendz sisteme dokiiliir. Oradan sirasiyla arteriyal
sistemle paralel olarak interlobuler ven, arkuat ven, interlober ven ve renal veni takip

eder. Renal venler ise inferior vena kavaya drene olur. (Tisher, 2000)
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Insanda her bir bobrek idrar olusturma yetenegine sahip yaklasik bir milyon
nefrondan olusur. Nefron, afferent ve efferent arteriollerden meydana gelen bir
kapiller yumagi olan glomerul ile baglamaktadir. Glomertiller 6zellesmis bir kilcal
damar agindan olusmustur. Glomerul, renal tUbulin genislemis ucu tarafindan
olusturulan Bowman kapsili ile sarilmistir. Bowman kapsult proksimal kivrimli
tlbilin baslangicini olusturur. Proksimal tibul nefronun metabolik olarak en aktif
bolimi olup, glomertler filtrat hacminin %60- 80’inin; filtre edilmis sodyum ve
klorun %70’inin; bobrekten atilan hidrojenin %90’inmn; sulfat, fosfat, bikarbonat,

glukoz ve potasyumun buytk bir boliminin geri emilimini saglar.

Proksimal tlbul 6nce Henle kulbunun asagi dogru inen ince kulbuna bosalir
ve yukart dogru uzanan ilk ince dal, sonra da yukart dogru ¢ikan kalin ilmegi
olusturur. Henle kulbunun ana gorevi hipotonik ve konsantre idrar Uretimini
saglamaktir. Distal tibll yukari dogru ¢ikan Henle kulbunu toplayict tibille
birlestirir. Na*, K*, CI', H" atiiminda ve geri emiliminde gorev alir. (Islekel, 2002;
Burtis ve ark., 2005)

Glomertlden filtre edilen sivi sirasiyla proksimal ttbl, henle kulbu, distal
tlbul ve toplayici kanallardan geger, renal papillalarin iginden renal kalikse oradan

renal pelvis ve (retere gecer. (Junqueira ve ark., 1993; Guyton ve Hall, 1996)

Distal tubtlusiin baslangict her nefronda, afferent ve efferent arterioller ile
temas halindedir ve bu U¢ yap1 jukstaglomeriler aparatus denen yapiyr olusturur.
Jukstaglomeriler aparatusun gorevi renin salgilamak, glomertler filtrasyon ve renal
kan akmmmin regilasyonunu idare etmektir. Jukstaglomeruler aparatusun distal
tibdlisteki degisiklik gosteren hiicrelerine makula densa denir ve distal tibultsteki
stivinin  bilesimine gore jukstaglomerller aparatusun aktivitesini ayarlar. (Tisher,
2000)

Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir.
Bunun i¢in kullanilan mekanizmalar;

e Glomerduler filtrasyon: Glomerildeki kan plazmasinin bir bolumi (yaklagik

1/5’1) glomeriiler membrandan filtre edilir.

e Tubduler reabsorbsiyon: Filtre edilen sivi, tubtllerde ilerlerken su ve diger

gerekli maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler idrar olusumuna
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katkida bulunur.
e Tubuler sekresyon: Plazmadaki bazi maddeler tibdlleri doseyen epitel

hicrelerince dogrudan tiibiler sivi igine sekrete edilir.

Endotelden kaynaklanan nitrik oksit, bébrek damar direncini azaltir ve
glomertler filtrasyonu artirir. PgE2, Pgl2 ve bradikinin de damarlar1 genisleten ve

glomertler filtrasyonu artiran diger otakoidlerdir.(Navar ve ark., 1995)

Bobregin temel fonksiyonlar1 (Akpolat ve ark., 1996)
e Vicut siv1 ve elektrolit dengesinin korunmasi ve stirdirtlmesi
e Metabolik atik Grunlerin (lre, Urik asit, kreatinin) atilimi
e {laglar, toksinler ve bunlarin metabolitlerinin detoksifikasyonu ve atilim1

e Ekstraselltiler sivi hacmi ve kan basincinin hormonal diizenlenmesi, Hormon

sentezi ve metabolizmasina katki (eritropoetin, D vitamini)
e Peptid hormonlarmin (instlin, glukagon) yikimi
e  Kugcuk molekul agirlikli proteinlerin (B2 - mikroglobulin) yikimi

e Metabolik etki (Glukoneogenez, lipid metabolizmasi)

2.6.2. Bobrek Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Bobrek fonksiyonlar1 laboratuvar incelemelerine dayanilarak degerlendirilir.
Bobrek bozuklugu nedeni idrar yollarinda tikaniklik, glomeriiler disfonksiyon veya
tibdler disfonksiyon olabilir. Glomertler fonksiyonlardaki anormallikler bobrek
fonksiyonu bozuklugunun en fazla nedenidir. Bunlarin kolayca fark edilebilmesinden

dolay1, GFH ile iliskili testler en yararli laboratuvar testleridir.

2.6.3. Kan Ure Nitrojeni(BUN)

Amonyak protein katabolizmasi sirasinda aminoasitlerin deaminasyonu ile
meydana gelir. Karaciger olusan amonyagi lireye doniistiirerek kandaki amonyak
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seviyesinin toksik diizeylere ulagmasini engeller. Bundan dolay: karaciger viicuttaki
irenin en Onemli kaynagidir. BUN protein katabolizmasi ile dogru, glomeriiler
filtrasyon hizi ile ters orantihdir. BUN, protein katabolizmasi normal ve sabit

olmadik¢a, GFH"n giivenilir bir gostergesi degildir.

BUN“m normal degeri 10-20 mg/dL’dir. Daha diisiik degerler karaciger
hastaliginda ve aclikta goriilebilir. Protein katabolizmasindaki artislar veya GFH deki
azalmalar BUN"de yiikselmelere neden olur. Yiiksek protein i¢erikli diyet, travma veya
sepsis, gastrointestinal sistemdeki veya biiyiik bir hematomdaki kanin par¢alanmasi
protein katabolizmasinin arttig1 durumlara 6rnek verilebilir. BUN degeri 50 mg/dL*in

Uzerinde ise bu bobrek bozuklugu ile iliskilendirilir.(Morgan ve ark., 2008)

2.6.4. Serum Kretainini

Kas metabolizma Griinl olup kreatin enzimatik olmayan yollarla kreatinine
dontisiir. Kreatinin yapimi kas kitlesi ile orantili olup goreceli olarak sabittir. Giinde
ortalama olarak erkeklerde 20-25 mg/kg, kadinlarda 15-20 mg/kg diizeyinde olusur.
Meydana gelen kreatinin daha sonra glomerillerden filtre edilir fakat bobreklerde
reabsorbe olmaz. Bundan dolay1 serum kreatinin diizeyi, viicut agirligi ile dogru fakat
GFH ile ters orantilidir. Serum kreatinin degeri genellikle GFH"in giivenilir bir
gOstergesidir, ¢unku vicut kas Kitlesi genellikle sabittir. Serum kreatinin normal
degerleri erkeklerde 0,8-1,3 md/dL, kadinlarda ise 0,6-1 mg/dL’dir. (Miller ve ark.,
2010)

Kreatinin klerensi Ol¢limii  bobrek fonksiyonlarnin  klinik  olarak
degerlendirilmesinde mevcut en dogru metottur. Kretinin Klerensi 40-60 mL/dk
olmas1 hafif derecede bobrek bozukluguna isaret eder. 25-40 mL/dk arasindaki
kreatinin klerensi orta derecede bobrek disfonksiyonunu gosterir ve bu durum her
zaman semptom oluGmasina neden olur. Ciddi bobrek yetersizliginde ise kreatinin
klerensi 25mL/dk"mn altindadir. Kreatinin klirensi kabaca asagida ki formiile gore

hesaplanabilir.
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Kreatinin klerensi = (140-yas) x Yagsiz Vucut Kitlesi / 72 x (plazma kreatinin)

2.6.5. Doku Nakillerinin Bébrek Uzerine Etkisi

Bobrek viicuttta en iyi perflize olan organ olmasi nedeniyle hipoperflizyona da
en duyarli organlardan biridir. Karin bolgesine yapilan vaskiiler cerrahi islemlerde
erken donemde mortalite ve morbiditenin en sik nedeni hipoperflizyona bagli bobrek
yetmezligidir. (Bonventre, 1993) Gerek solid organ nakilleri gerekse kompozit doku
nakillerinde bobrek hem hipoperfiizyon hemde iskemi sonrasi olugan reperfiizyonun

olumsuz etkilerine maruz kalir.

Iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi; glomeriiler filtrasyon hizinda
azalma, tubuler nekroz, bobrek damarlarinda direng artis1 ile karakterizedir. (Conesa ve
ark., 2001) Bobrek iskemi reperflizyon hasarinda serbest oksijen radikalleri 6nemli rolii

vardir. (Paller ve ark., 1984)

Iskemi reperfiizyon hasar1 6ncelikli olarak bdbregin hipoksiye duyarli
kismindan baglar. Bobrege gelen kan akiminin biiyiik kismi renal korteksten geger ve
renal medullanin kanlanmasini saglayan vasa rectaya ¢ok az kan gider, bu da renal
medullay1 hipoksiye daha duyarl hale getirir. Mediiller hipoksi ayrica hiicresel enerji
depolarinin azalmasina, endotel ve diiz kas hiicrelerindeki aktin hiicre iskeletinin
bozulmasina neden olur. Sonucta hiicresel deformite ve ¢evre dokulardaki hipoksi
artmaktadir. (Friedewald ve Rabb, 2004) Renal hasar oncelikle tubuluslarda olusur.
Nedeni iskemiye bagli gelisen tubuler nekrozdur. Genellikle geriye doniisiimliidiir,
reperfizyonla birlikte 1-2 hafta igcinde tubul fonksiyonlar1 normale donmektedir.
(Brady ve Singer, 1995)
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2.7. Doku Nakilleri ve Karaciger

2.7.1. Karacigerin Yapi ve Fonksiyonlar:

KC, viicudumuzun en biiyiik i¢ organidir. Karm boslugunun iist sag kisminda,
diyafragmanin hemen altinda, mide ve bagirsaklarin hemen tizerinde yerlesmistir. KC,

sag 7. kostadan 11. kostaya kadar uzanur.

Karaciger biribirinden fonksiyonel olarak tamamen bagimsiz 8 segmentten
meydana gelmekedir. Viicuttaki toplam kanin % 10-15’1 KC’de bulunmaktadir. Toplam
KC kan akimi kardiyak debinin yaklaglk % 25’ine denk gelmektedir. (Greenway ve
Lautt, 1989)

KC enerji devamliligini saglayan, yasamsal fonksiyonlardan sorumlu bir
organdir. KC’nin baglica fonksiyonlar1 sunlardir.

e Karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmast

e Safra Metabolizmast

e Kuagiilasyon faktorlerinin {iretimi ve salinimi

e Eritropoez: Hem ve Biluribin Metabolizmast

e Endokrin Fonksiyon

e Immiin Fonksiyon

e llag ve Toksinlerin Metabolizmas1

2.7.2. Karaciger Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi
Stres durumunda bu fonksiyonlari ¢ogu etkilenmektedir. Viicudun bir manada

metabolik beyni olan karacigerde bu degisiklikler ¢esitli testlerle takip edilebilmektedir.
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2.7.2.1. Biyokimyasal Testler

2.7.2.1.1. Aminotransferazlar

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) serum
aminotransferazlar1 olarak bilinirler ve hepatoseliiler hasarda yiikselirler. Bu enzimler
glukoneogenezde rol oynamaktadirlar. ALT relatif olarak KC'e 6zgii iken AST KC
disinda kalp, iskelet kasi, beyin, bobrek, pankreas, yag dokusu ve kan gibi dokulardada
bulunur. ALT sitoplazmik bir enzim iken AST hem sitoplazmik hem de mitokontriyal

bir enzimdir. ALT' nin émrii 47+ 10 saat, AST' nin yar1 dmrii 17+ 5 saattir.

Normal AST ve ALT degerleri 35-45 U/L’ dir. Aminotransferazlarda hafif bir
artig (< 5 kat) hepatosteatoz, hemokromatosiz, kolestaz, kronik hepatit ve sirozu, orta
diizeyde bir artis (5-10 kat) hapetoseliiler nekroza bagli olarak akut viral hepatitler, ilaca
bagli hepatitler ve kronik hepatitlerin agirlagmasi gibi durumlarda, ¢ok ytiksek degerler
(> 10 kat) ise genellikle ilaclar (parasetamal, halotan hepatiti), toksinler, iskemik hepatit
gibi nedenlere bagl olabilir. Ancak kronik hepatitlerde ve sirozda hafif artigin yaninda
tamamen normal degerlerlede karsilagilabilir. (Sonsuz, 2007)

2.7.2.1.2. Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH)'m artmis seviyeleri akut ya da kronik karaciger
hasarin1 gosterebilir. Masif fakat gecici bir yiikselis iskemik hepatiti veya KC hasariyla
birlikte olan hemolizi gosterir. Hemoliz, renal infarkt, akut inme, myokart hasari ve
iskelet kas1 hasarinda da LDH yiikselebilir.(Miller, 2010)
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2.7.2.1.3. Glutatyon S-Transferaz

Yar1 6mrii ¢cok kisa olan bu enzim ilaglarla indiiklenen KC hasarinin tespitinde

kullanilir. (Miller, 2010)

2.7.2.1.4. Serum Albumin Duzeyi

Albiimin KC' de sentezlenen bir proteindir ve yar1 d6mrii 20 giindiir. Bu nedenle
hipoalbliiminemi olustugunda KC' de ki sentez giinlerce dnce durmus olabilir. Uzun
donemde KC sentez kapasitesi hakkinda bilgi verir. Serumdaki normal degeri 3.5-5.5

g/dlI’dir.(Hoekstra ve ark., 2013)

2.7.2.1.5. Protrombin Zamani

Serum albiiminin tersine, KC'den sentez edilen koagulasyon faktorleri kisa yar1
omre sahiptir ve kisa donemde KC yetmezligini gosterirler. (Cuhruk; Miller, 2010) Bu
nedenle protrombin zamani (PT) ya da INR (ulusal normalize edilmis oran) degerlerinin
yiikselmesi akut karaciger hastaligin1 gosterir.(Rabie ve ark., 2006; Miller, 2010;
Hoekstra ve ark., 2013) PT nin normal degeri 11-14 sn’dir.(Cuhruk)
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, Selcuk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Bagkanligi’nin 12.11.2014 tarih ve 41475755-51.99/13 sayili izni ile Selguk
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde gergeklestirildi.

3.1.Diyet ve Barinma

Calismada agirliklart 143-310 gr olan 4-6 aylik 29 adet Wistar Albino tipi ve
29 adet Sprague-Dawley tiirli eriskin disi siganlar kullanildi. Hayvanlar Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarndan temin edilerek Selcuk
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne (SUDAM) uygun
kosullarda transfer edildi. 7 giin boyunca karantina uygulamasi sonrast hayvanlar
gruplandirildi. Deney Oncesi hayvanlar oda 1sisinda 12 saat aydinlik/karanlik
siklusunda tel kafeslerde uzman veteriner Kontroliinde yasatildi. Deney dncesinde tiim

hayvanlar standart rat yemi ve su ile beslendi. Cerrahi islemden 2 saat 6nce kat1 besin

alimi kisitlandi, su alimi kisitlanmada.

Sekil 1. Deney hayvanlarinin ortam kosullar1 ve gruplar seklinde takibi
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3.2.Cahsma Gruplarinin Belirlenmesi

24 adet Wistar Albino ve 24 adet Sprague-Dawley grubu siganlar her grupta 12

adet rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Sprague-Dawley sicanlar karigikligi dnlemek

amaciyla kuyruklarindan silinmeyen kalem ile isaretlendi.

Tablo 3.1. Calisma gruplarmin belirlenmesi

Gruplar Say1 (n) Protokol

Grup 1 12 Wistar Albino tiirii siganlardan olugsmus olup grup 2

(WASF) (Sprague-Dawley Serum fizyolojik grubu) ile capraz
bacak transferi yapilarak sadece intraperitonel serum
fizyolojik verilen grup

Grup 2 12 Sprague-Dawley tiirli sicanlardan olugsmus olup grup 1

(SDSF) (Wistar Albino serum fizyolojik grubu ) ile ¢apraz bacak
transferi yapilarak sadece intraperitonel serum fizyolojik
verilen grup

Grup 3 12 Wistar Albino tirli siganlardan olusmus olup grup 4

(WAKH) (Sprague-Dawley kok hicre grubu) ile capraz bacak
transferi yapilarak intraperitonel mezenkimal kok hiicre
stispansiyonu verilen grup

Grup4 12 Sprague - Dawley tiirii sicanlardan olusmus olup grup 3

(SDKH) (Wistar Albino kok hiicre grubu) ile capraz bacak transferi

yapilarak yapilarak intraperitonel mezenkimal kok hiicre

stispansiyonu verilen grup

Gruplandirma sonrasi kalan 5 adet Sprague-Dawley ve 5 adet Wistar Albino

tiirii sicanlar mezenkimal kok hiicresi elde edilmek tizere ayrica gruplandirildi. Ayni

sekilde Sprague-Dawley tiirli sicanlar karigiklig1 dnlemek amaciyla kuyruklarindan

silinmeyen kalem ile igaretlendi.
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3.3.Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreden Zengin Stromal
Vaskdler Fraksiyon Eldesi

Adipoz doku kaynakli kok hiicre eldesi i¢in gruplandirilan 5 adet Wistar Albino
ve 5 adet Sprague - Dawley tiirii siganlara IP (intraperitoneal) olarak 90 mg/kg
ketamine-HCI (Ketalar©- iM) ve 10 mg/kg Ksilazin HCL(Xylazinbio %2 © —IM)
karisimi anestetize edildi. Her iki inguinal bolgeye cerrahi alanin traslanmasi ve iyotlu
solusyonla temizlenmesini takiben yapilan insizyonlarla inguinal yag dokusu eksize

edildi. 5 adet Wistar tlrli , 5 adet Sprague-Dawley tiirii sigandan elde edilen yag

dokular ayr1 ayr1 serum fizyolojik iceren kaplara alinarak biriktirildi.

Sekil 3.1. Kok hiicre eldesi i¢cin ayrilan WA ve SD tiirii siganlarin inguinal yag

yastik¢iklarmin alinmasi ve her bir tiir i¢in ayr1 ayr1 kaplara konulmasi
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Alman yag greftleri 30 dakika icerisinde N.E.U.T.F Histoloji-Embriyoloji
laboratuarma gatiiriildii. Her iki ayri tilir i¢in ayr1 ayri olacak sekilde dokularin
karigmamasina 6zen gosterildi. Steril sartlar gozetilerek laminar akim kabini igerisinde
yag dokular petri kabinda 20 bistiiri yordamiyla yaklasik 1 mm3 olacak sekilde kiigiik
parcalara ayrildi. Yag pargaciklar1 amfoterisin B, penisilin ve streptomisin iceren

Phosphate Buffer Saline (PBS) soliisyonu ile yikandi.

Yag dokusunun sivinin iist fazinda askida kalacak sekilde, alttaki tiim sivilar
uzaklastirildi. Islem eritrositler makroskobik olarak azalana kadar 4 kez tekrar edildi.
Yag dokusu iizerine enzimatik sindirim amaciyla %0,05 Tip II kollajenaz soliisyonu
eklendi. Enzimatik sindirimi hizlandirmak i¢in kollajenaz eklenen materyal, sallamali
inkiibatore yerlestirilerek diisiik hizda 37°C de 1 saat manyetik karistiricida bekletildi.
Inkiibasyon sonrasinda kollajenaz enzimini inaktive etmek icin son konsantrasyon
%10 olacak sekilde ortama fetal sigir serumu (FBS) eklendi. Materyalin 4600 rpm
hizinda 10 dakika santrifiijiiniin ardindan iistte kalan siv1 atilarak altta kalan hiicre

siispansiyonu ayrildi.

Hiicre siispansiyonu 6nce 40 pm, sonra 100 pum c¢apa sahip hiicre
stizgeglerinden gegirilerek biiyiik partikiillerin uzaklastirilmasi saglandi. Kalan kisim
4600 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 kisim atildiktan sonra tiipiin
dibinde kalan pellet FBS icermeyen DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
ortaminda diliie edildi. Boylece mezenkimal kdk hiicreden zengin SVF siispansiyonu
elde edildi. Sekil. 3.2. de Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre elde edilmesinin

basamaklar1 agsamali olarak goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre elde edilmesi,

A. Makas ve bistiiri yardimi ile yag dokusunun hacimce kiigiiltiilmesi;

B. Enzimle sallamal1 inkiibator lizerinde inkiibasyon;

C. Son santrifiij sonrasi pellet olarak elde edilen SVF;

D. Enjeksiyona hazir iki ayr1 grubun enjektore yiiklenmis SVF hiicre
slispansiyonu.

Toloudin Blue Testi ile grup viabiliteleri incelendi. Wistar Albino grubu ratlar
icin viabilite % 81, Sprague-Dawley grubu icgin viabilite % 86 olarak kaydedildi.
Wistar Albino ve Sprague-Dawley tiirii siganlardan elde edilen toplam 24 adet 1 m1’lik
viable 10° (+ 2x10%) hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 igeren enjektdrler
hazirlandi. Wistar Albino ve Sprague-Dawley tiirii siganlardan elde edilen toplam 24
adet 1 ml’lik kok hiicre siispansiyonlar1 ayni tiirden elde edilen trombositten zengin
plazma ile karistirildi ve ayr1 enjektorlerde -80° “‘de ( 12 adet Wistar Albino kaynakli,
12 adet Sprague-Dawley kaynakli) donduruldu. Karbondioksit kar1 ( kurubuz) igeren
ozel tasima sistemi ile enjektorler NEUTF Histoloji biriminden SUDAM’a ivedilikle
transfer edildi ve burada -80° ‘de sakland:.
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Sekil 3.3. Mikroksopta x40 blyutmede SVF hiicre siispansiyonu, mononiikleer

hiicreler boyali olarak gbzlenmekte.

3.4. Trombositten Zengin Plazma Elde Edilmesi

Kok hiicre eldesi i¢in kullanilan siganlarin her birinden 1 m kan alinarak
biyokimyasal paramtrelerin tespiti igin ayrildi. Ayni tiire ait toplam 15 ml kan 10 ml
antikoagulan sitrat dekstroz iceren enjektorlere alindi1 ve Trombositten Zengin Plazma
eldesi igin ivedilikle N.E.U.T.F Histoloji-Embriyoloji laboratuarina tasind1. Kan 20°C
de 1000 rpm de 20 dakikada santrifuje edilerek plazma, eritrosit ve bir kisim l6kositten
arindirildi. En iistteki 4.5 mL’lik plazma bir bagka tiipe aktarildi ve 5 dakika 3800 rpm
de santrifiije edilerek iistteki 2,5 mL lik trombositten fakir plazma (TFP) atild1 ve
alttaki pellet homojenize edilerek 2 mL lik trombositten zengin plazma elde edildi.
Ustteki TFP aspire edilerek TZP ile karismas1 dnlendi ve TZP bir baska steril tiipe
aktarildi. Elde edilen TZP mezenkimal kok hiicrelerin -80° “‘de viabilitesini koruyacak

sekilde saklanabilmesi i¢in kullanildi.
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Sekil 3.4. Trombositten Zengin Plazma elde edilmesi

3.5.0perasyon oncesi hazirhk

Grup I ve II i¢indeki sicanlar arasinda karsilikli transfer, Grup III ve IV
arasinda karsilikli transfer planlandigi i¢in es zamanli olarak 1 adet Sprague-Dawley
ve 1 adet Wistar Albino sigan tartildiktan sonra IP (intraperitoneal) olarak 90 mg/kg
ketamine-HCI (Ketalar©- iM) ve 10 mg/kg Ksilazin HCL(Xylazinbio %2 © —IM)
karisimi anestetize edildi. Caligma siiresince, gerektiginde deneklerin hareketsizligini
saglamak icin ayni anestezik doz tekrarlandi. Sican calisma masasina supin
pozisyonunda yerlestirildi. Alttan kademeli 1sitma yapan sistem entegre edilerek
hipotermi engellenmeye ¢aligildi. Sol arka bacak ve karin bolgesi tiraglandiktan sonra
3 ekstremite tespitli, transfer edilecek ekstremite maniiplasyona uygun olacak sekilde
serbest olarak birakildi.. Kuyruk veninden 1 ml lik insiilin enjektorii ile 0,6 ml kan

alinarak serum ayrildi
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Sekil 3.5. Cerrahi islem Oncesi si¢anlarin tartilmasi, anestezi yapilmasi, cerrahi alanin

tiragslanmasi ve kuyruk veninden kan alinmasi

3.6.Calisma Gruplar icin Cerrahi islem

Cilt insizyonu i¢in groin hattinin 0,6 cm distaline, krize paralel olacak sekilde
¢izim yapildi. Cerrahi alan povidon iyot soliisyonu ile temizlendikten sonra 2 cerrah
karsilikli olarak cerrahi isleme baslad1.

Cizim yapilan alandan sirkiiler cilt insizyonu yapildi. Cilt flepleri kaldirilarak govdeye
dogru yigildi. Inguinal yag yastik¢ig1 groin krizinin yukarisina dogru disseke edildi.
Epigastrik arter-ven paketi yag dokudan edilerek ortaya kondu ve hassas koter ile
koterize edildi. Femoral arter-ven-sinir paketi ortaya kondu. Bacagmn arka yliziine
dondldu ve femur Gzerinde intermuskuler septum goruldi. Septumdan ilerlenerek
femura ulasildi. Arka yiizde biseps femoris kasi distal yapisma yerinden kesilirek
proksimale dogru disseke edildi. Siyatik sinirin peroneal, tibial ve sural dallar1
korunarak addiktor kaslar kesildi. Bacak medialinde grasilis, semitendinosus ve
semimembranosus kaslar1 orta bolimden kesildi. Femoral arter-ven-sinir paketi
mikroskop yardimiyla alttaki kas dokudan disseke edildi ve araya vaskiiler tape
konularak giivenli bir plan olusturuldu. Kuadriseps kas grubu pedikiil korunacak
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sekilde kesildi. Mikroskop altinda femoral sinir proksimal ve distalde tam disseke

edildi ve kesilerek ¢ikarildi. Arter ve ven septum agilarak birbirinden tamamen ayrildi.

e

% * Y. s
[ i T an

Sekil 3.6. Cerrahi islemin ana basamaklar1

Periost elevatorii yardimiyla femura yapisan kaslar ayrildi. Cepegevre kas
yapilardan temizlenen femurun proksimal segmenti motorlu hassas testere yardimiyla
tek korteks ayrilacak sekilde kesildi. Femoral pedikiilii korumak i¢in kalan korteks
hafif manipilasyon ile kirilarak daha giivenli bir kemik ayrilmasi saglandi.
Anastomozu kolaylastirmak ve gerginligi azaltmak icin femur kanalina penset
sokularak distal segmentten 0,4 cm kemik segmenti motorlu testere ile kesilerek
¢ikarilds. Iki cerrah ayni anda femoral pedikiilin proksimal ve distaline aproksimat6r
koydu. Pedikiiller kesilerek bacaklar ayrildi.
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Sekil 3.7. Femurun kesilmesi ve kisaltilmasi
a. Femura yapisan kaslarin temizlenmesi
b. Kemigin kesilmesi
c. Kemik kesimi i¢in kullanilan motorlu testere
d. Kemigin kisaltilmasi

Sprague-Dawley tiirii sicana ait sol alt ekstremite Wistar Albino tiirii sicana, Wistar
Albino tiirii si¢ana ait sol alt ekstremite Sprague-Dawley tiirili sigana transfer edilmek
tizere degistirildi. Femur limenine tepmek iizere uygun boyutta kisner teli kesilerek
femur kemik tespiti yapildi. Medial, ventral ve dorsal kaslar tek tek siitiire edilerek
ekstremite stabilizasyonu saglandi. Bacak tarafinda kalan femoral arter 0,4 mm ¢apli
braniil yardimiyla kateterize edildi. 300 {inite heparin 1 ml serum fizyolojik ile
sulandirilarak hassas bir sekilde ekstremite yikandi. Femoral venden heparinli mayinin
geldigi goriiliince yikama islemi sonlandirildi. Femoral arter ve venler proksimal ve
distalde aproksimator yardimiyla yaklastirildi. Leica© marka Stereo Mikroskop
altinda once femoral ven sonra femoral arter 10,0 Ethilon™ Nylon Siitiir( Ethicon © )

ile anastomoz edildi.
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Sekil 3.8. iki cerrah tarafindan es zamanh anastomoz yapilmasi

Anastomoz kontroli ve distalde kapiller dolum takibi ile ekstremite dolasimi
teyit edildi. Inguinal yag yastik¢ig1 pedikiil {izerine yayilarak hem kanama kontrolii
hem de anastomoz hatti i¢in koruma saglanmis oldu. Cerrahi islem sonrasi1 hayvanlar
24 saat sonra sakrifiye edilecegi igin siyatik sinir onarimi yapilmadi. Cilt insizyonu 4,0
ipek ile siitiirasyon yapildiktan sonra pansuman yapildi. Grup I ve Grup II grubundaki
sicanlara anastomoz agilip distalde kapiller dolum izlendikten sonra intraperitoneal 1
ml serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Mezenkimal Kok Hiicre siispansiyonu
uygulanacak Grup III ve Grup IV de bulunan siganlara uygulanmak iizere kendi
tirlerinden elde edilen ve -80°C de saklanan enjeksiyona hazir insiilin enjektorleri dis
ortama alindi. Buz akiisii iizerinde 20 dakika sure ile bekletilen enjektorler 15 dakika
siire ile oda 1sisinda, enjeksiyondan hemen 6nce 5 dakika siire ile avug i¢inde viicut
sicakligma yakin degerlere ulasmak i¢in tutuldu. Anastomoz agilip distalde kapiller
dolum izlendikten sonra 1 cc kdk hucre igeren sispansiyon intraperitoneal olarak

enjekte edildi.
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Sekil 3.9. MKH igeren SVF enejeksiyonu i¢in enjektoriin kademeli olarak isitilmast

ve anastomozun basarili oldugu teyit edildikten sonra intraperitoneal olarak

enjeksiyonu

3.7.Cerrahi sonrasi bakim

Siganlar islem sonrasi tekli kafeslere alinarak 6zel olarak hazirlanmis kafa
korumasi takildi ve hayvanin transplante edilen bacagi yemesi engellendi. Sicanlar
islem sonras1 operasyon odasinda yakin takibe alind1. . Ozel lamba sistemi ile kafesi
isitilan siganin kafes icinde tam hareketi gozlendikten sonra fizyolojik yasam
kosullarinin hazirlandig1 bakim odasina alind1 ve 24 saat siire ile takip edildi. Takip

stiresince siganlara heparin ve antibiyotik tedavisi uygulanmadi.
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Sekil 3.10. Postoperatif bakim ve takip a. Islem sonrasi sicanin nakledilen bacagi
yemesinin engellenmesi i¢in takilan koruma ve siganin numaralandirimast b. Tekli

kafeslerde takip

3.8.0tenazi ve karaciger dokusunun alinmasi

24 saatlik takip sonrasi siganlara IP (intraperitoneal) olarak 90 mg/kg ketamine-
HCI (Ketalar©- IM) ve 10 mg/kg Ksilazin HCL(Xylazinbio %2 © —IM) karisimi ile
anestetize edildi. Pansuman agilarak kapiller dolum takibi yapildi. Ekstremite dolagimi
yeterli olan siganlar supin pozisyonunda yatirildi. Dort ekstremite tespiti yapildiktan
sonra intrakardiyak 2,5 ml kan alindi. Karma median cilt insizyonu yapildi. Rektus
kaslar1 ve periton agilarak karin bosluguna ulasildi. Barsaklar lateralize edilerek
karaciger agiga c¢ikarildi. Karacigerden 1x0,5 cm segment alinarak ivedilikle fetal
bovine serum ve Na azide iceren FBS (Stain Buffer- BD Biosciences Cat No: 554656)
icine konuldu. Insizyon uzatilarak toraks acildi. Akcigerler lateralize edilerek kalp
dokusundan yaklasik 4 cc kan alindi. Servikal dislokasyon marifetiyle Otenazi

uygulanda.
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Sekil 3.11. Yirmidort saat takip sonunda dolasimi yeterli olan si¢anlardan kan ve

karaciger doku 6rnegi alinmasi

3.9.Tiire Ait Bazal Apoptoz Degerlerinin Saptanmasi

Mezenkimal kok hiicre eldesi i¢in yag dokular1 alinan 5 adet Wistar Albino, 5
adet Sprague-Dawley tiirii sicanlara median karm kesisi yapilarak karaciger doku
ornekleri alind1 ve Stain Buffer (FBS) soliisyonu igeren kaplara konularak ivedilikle

SUTF Allerji-immiinoloji laboratuarma tagindi.

3.10. Biyokimyasal Degerlendirme

Alinan tiim kan &rnekleri Sar1 kapakli 13x100°liik 5 mL. BD® Vacutainer
plastik SST jelli tiiplere konuldu. 4000 devir/dakika hiz ile 5 dakika santrifiij edidi.
Orneklerin plazmalar1 ayrilarak Eppendorf tiiplere konuldu ve -80°C’de dondurularak

saklandi. Biriktirilen serum 6rnekleri toplu analizin yapilacagi giinden 1 giin 6nce
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-20° C buzdolabma alind1. Analiz giinii sistematige uygun olarak etiketlendi. Mesela
grup 1 de Wistar Albino tiirii siganin iglem sonrasi 0. saatte alinan kan 6rneginden elde
edilen serum G1W1-0 seklinde numaralandirildi. Analiz giiniinde elde edilen
serumlarda AST ( Aspartat Aminotransferaz) , ALT ( Alanin aminotransferaz) , Kan
Ure Azotu ve Kreatinin diizeyleri élguldu.

Sekil 3.12. Alinan serum numunelerinin numaralandirilmasi ve analizi

3.11. Akim sitometrisi degerlendirmesi

Alman karaciger Ornekleri Stain Buffer (FBS) solusyonu igine konulup
numaralandirildi. Ornekler +4 derecede soguk zincire uygun olarak ivedilikle SUTF
Allerji -immiinoloji laboratuarma tasindi. Laboratuvara ulasan karaciger dokusu
bisturi ile parcalanarak hepatositler stispansiyon haline getirilip 70 um’lik filtreden
(BD Biosciences Cat No: 340607) gecirildi. Dokuya karisan eritrositler tam kan lizis
metodu ile uzaklastirildi. Lizis islemi FACS lysing solution (BD Biosciences Cat No:
349202) ile yapildi. Apoptoz oranini belirlemek i¢cin Annexin V: PE Apoptosis
Detection Kit I (BD Biosciences Cat No: 559763) kullanildi. 2 kere soguk PBS’de
yikanan hiicrelere, 5 pl Annexin V PE ve 5 ul 7-AAD ilave edilerek ve karanlikta, oda
1sinda 15 dakika inkiibe edildi. Kontrol grubu olarak boyanmamis hiicreler kullanilda.
Inkiibasyondan sonra her tiipe 400 ul 1X Binding Buffer ilave edilip, 1 saat i¢inde 3
lazerli akim sitometri cihazi (BD FACS ARIA III) ile degerlendirildi. Veriler “BD
FACS DivaR” (Becton Dickinson, CA, USA) paket programinda “dot plots” ve
“histogram plots” ile analiz edildi. Canli hiicreler, Annexin V —/7-AAD — ; apoptotik
hucreler, Annexin V + /7-AAD — ; nekrotik hicreler, Annexin V + /7-AAD + olarak
degerlendirildi.
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Sekil 3.13. Apoptotik hiicre, canli hiicre ve 6lii hiicre oranlarinin belirlenmesi igin

kullanilan akim sitometri cihazi

3.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler IBM® SPSS® 17 paket progaminda degerlendirildi.
Tilim veriler histogram analizinde degerlendirilerek verilerin tamaminin nonparametrik
oldugu gozlendi. Gruplarin kendi icimde operasyon dncesi ve sonrasi biyokimyasal
parametreler “Wilcoxon Signed Ranks Test”ile analiz edildi. iskemi siiresi, 24 saat
sonunda alinan kan drneklerinden elde edilen plazamada AST, ALT, Ure, Kreatinin
degerleri ve karaciger 6rneginin akim sitometrik incelemesi sonrasi elde edilen Olii
hiicre (Q1), geg apoptotik hiicre (Q2) , canli hiicre (Q3) ve erken apoptotik hiicre (Q4)
oranlarmm Kendi iginde Kkorelasyonu “Spearman Korelasyon Analizi” ile
degerlendirildi. Cerrahi islemin ve mezenkimal kok hiicre enjeksiyonunun etkilerinin

degerlendirilmesi i¢in gruplar arasi degerler “Mann-Whitney U test” ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Gruplara ait perioperatif veriler

Grup I’ de 12 Wistar Albino tiirii sican mevcuttu. Bu grubun ortalama agirligi
312491 gr olarak tespit edildi. Bu sicanlardan 1 tanesi cerrahi islem esnasinda
yagamini yitirmistir. Cerrahi islemden 24 saat sonra siganlardan 1 tanesinde bacak
dolagmminin yeterli olmadig1 goriilerek ¢alisma dis1 birakilmistir. Sonug olarak 24 saat
takip sonunda bu grup siganlardan 10 tanesi degerlendirmeye alimmistir. Bu grupta
ortalama cerrahi stiresi 122+25 dakika, ortalama iskemi siresi 74+17 dakika olarak
kaydedilmistir. Bu gruba ait perioperatif bulgular Tablo 4.1 ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Grup I siganlara ait perioperatif bulgular. ( SK: Sigan kodu , W: Agirlik ,

OS: Operasyon siiresi, IS: Iskemi siiresi)

w

(O [ SONUC

434 X Intraoperatif Kayip
408 162 102 Basarili
403 155 95 Basarih
431 140 90 Basarili
329 134 84 Basarih
366 130 80 Basarili
217 126 76 Basarih
220 110 70 Basarili
254 108 68 Basarih
217 100 60 Basarili
228 92 52 Basarih

240 85 45 Dolasim

Yetmezligi

S.K.
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Grup I’ de 12 adet Sprague-Dawley tiirii sigcan mevcuttu. Bu grubun ortalama
agirhigr 364+96 gr olarak tespit edildi. Bu siganlardan 1 tanesi operasyon esnasinda
yasamini yitirmistir. Cerrahi islemden 24 saat sonra si¢anlardan 1 tanesinin kafeste
Olmiis oldugu goriildii. Sicanlarin 2 tanesinde 24 saat sonunda bacak dolagiminin
yeterli olmadig1 goriilerek calisma dis1 birakilmistir. Sonug olarak bu grup siganlardan

8 tanesi degerlendirmeye alinmustir.

Bu gruptaki siganlara Grup I ile es zamanli olarak cerrahi yapildigi i¢in
ortalama cerrahi siiresi ayni1 sekilde 122+25 dakika, ortalama iskemi slresi 74+17
dakika olarak kaydedilmistir. Bu gruba ait perioperatif bulgular Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Grup II siganlara ait perioperatif bulgular. ( SK: Sigan kodu , W: Agirlik ,

OS: Operasyon siiresi, IS: Iskemi siiresi)

S.K. W (ON) IS SONUC
419 X X Intraoperatif Kayip
409 162 102 Islem sonras1 Kayip

476 155 95 Basarili
501 140 90 Basarili
409 134 84 Basarili
403 130 80 Basarili
453 126 76 Basarili
276 110 70 Basarili
236 108 68 Dolasim Yetmezligi
253 100 60 Dolasim Yetmezligi
257 92 52 Basarili

281 85 45 Basarili
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Ogrenme egrisinin operasyon siiresi, dolayisiyla iskemi siiresine etkisi
karsilikli transfer yapilan Grup I ve II de dikkati cekmektedir. Bu 2 grupta cerrahi
isleme ve anastomoza es zamanl olarak baslanip, es zamanl olarak bitirilmistir.
Cerrahi iglemin ilk olarak yapildig1 Wistar Albino ve Sprague Dawley tiirii siganlar
operasyon esnasinda kanama nedeniyle kaybedilmistr. Tecriibe arttikga hem
disseksiyon stresi hem de anastomoz siiresi kisalmigtir. Ogrenme egrisinin iskemi
sliresi ve operasyon siresine etkisi Sekil 4.1 ‘de ayrintili sekilde goriilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

==@==Operasyon Siiresi(dk)  ==®==iskemi Siiresi(dk)

Sekil 4.1. Grup I-II arasinda yapilan karsilikli transferde operasyon ve iskemi

stirelerinin tecriibe ile degisimi

Grup III’ de 12 adet Wistar Albino tiirii sigan mevcuttu. Bu grubun ortalama
agirhig1 254427 gr olarak tespit edildi. Cerrahi islemden 24 saat sonra sicanlardan 2
tanesinde bacak dolasiminin yeterli olmadigi goriilerek ¢alisma disi birakilmustir.
Sonug olarak bu grup sicanlardan 10 tanesi degerlendirmeye alinmistir. Bu grupta
ortalama cerrahi stiresi 85+4 dakika, ortalama iskemi slresi 45+4 dakika olarak

kaydedilmistir. Bu gruba ait perioperatif bulgular Tablo 4.3’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Grup II si¢anlara ait perioperatif bulgular. ( SK: Sican kodu , W: Agirhik

, OS: Operasyon siiresi, IS: Iskemi siiresi)

S.K. \W oS Iy SONUGC
“ 310 85 45 Basarili
“ 279 80 40 Basarili
“ 228 90 50 Basarili
“ 233 88 48 Bagarili
“ 253 85 45 Basarili
“ 284 80 40 Basarili
- 259 82 42 Basarili
“ 240 88 48 Dolasim Yetmezligi
“ 248 93 53 Dolasim Yetmezligi
“ 208 90 50 Bagarili
“ 259 85 45 Basarili
“ 248 80 40 Basarili

Grup IV’ de 12 adet Spraque-Dawley tiirii sigan mevcuttu. Bu grubun ortalama
agirlig1 25627 gr olarak tespit edildi. Bu siganlardan 1 tanesi ertesi gun kafeste 61l
olarak bulunmustur. Cerrahi islemden 24 saat sonra siganlardan 2 tanesinde bacak
dolagimiin yeterli olmadig1 goriilerek degerlendirme digi birakilmigstir. Sicanlardan 1
tanesi bacagi korumak i¢in konulan metal aksamin tespit siitiirlerini agarak tranplante
edilen bacaga zarar vermistir.  Sonu¢ olarak bu grup siganlardan 8 tanesi
degerlendirmeye alimmustir. Bu grupta ortalama cerrahi siiresi 85+4 dakika, ortalama
iskemi slresi 45+4 dakika olarak kaydedilmistir. Bu gruba ait perioperatif bulgular
Tablo 4.4 “de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Grup IV siganlara ait perioperatif bulgular. ( SK: Sican kodu , W: Agirlik

, OS: Operasyon siiresi, IS: Iskemi siiresi)
S.K. W (ON) IS SONUC

G4s1 222 85 45 Basarili
G4S2 242 80 40 Basarili
G4S3 287 90 50 Islem Sonras1 Kayip
G454 273 88 48 Basarili
G4S5 267 85 45 Basarili
G4S6 259 80 40 Basarili
G4S7 242 82 42 Basarili
G4S8 287 88 48 Basarili
G4S9 192 93 53 Dolasim Yetmezligi
G4S10 262 90 50 Dolagim Yetmezligi
G4S11 279 85 45 Basarili

G4S12 264 80 40 Kannibalizm

Grup I ve Grup IV i¢in cerrahi islem-6grenme egrisinin en ideal zamaninda
gergeklestigi i¢in operasyon ve iskemi siirelerinin Grup I ve Grup II’'ye nazaran
ortalamanin daha diisiik oldugu, ancak transfer sayisi arttik¢a operasyon ve anastomoz
strelerinde belirgin bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir. Grup III-1V’ ait operasyon

stirelerinin 6grenme egrisi ile degisimi Sekil 4.2 de 6zetlenmistir.

51



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

«=@==Operasyon Siiresi(dk)  ==@==iskemi Siiresi(dk)

Sekil 4.2. Grup I11-1V arasinda yapilan karsilikl transferde operasyon ve iskemi

stirelerinin tecriibe ile degisimi

4.2.Biyokimyasal veriler

Tidm gruplardan toplanan serum o6rnekleri analizden 24 saat 6nce -80 °C
buzdolabindan -20°C bozdolabina alindi. Analiz giinii oda 1sisinda 1 saat sure ile
bekletilen serum drnekleri tam ¢éziinme sonrasi toplu olarak ¢aligildi. Tiim serum
orneklerinden elde edilen AST, ALT, Serum Ure Nitrojen (Ure) ve Kreatinin (KRT)
dizeyleri dlculda.

Grup I ° de cerrahi iglem oncesi AST degeri ortalama 140+£88, ALT degeri
68+30 , Ure degeri 49+8 ve Kreatinin degeri 0.48+0.04 olarak bulunmustur. Cerrahi
islemden 24 saat sonra alinan kanda AST degeri ortalama 2324208, ALT degeri
37.3+26, Ure degeri 33421 ve Kreatinin degeri 0.29+0.10 olarak kaydedilmistir.
Grup I’e ait operasyon Oncesi ve sonrasi elde edilen biyokimyasal parametreler

Tablo 4.5’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5. Grup I’e ait operasyon Oncesi ve sonrasi biyokimyasal degerler. ( X ile
isaretli alanlar cerrahi esnasinda /cerrahiden sonra 6len veya takip sonrasi dolagim

bozuklugu olan siganlara ait degerlendirme disinda birakilan parametrelerdir.)

AST-0 ALT-0 URE-0 KRT-0 AST- ALT- URE- KRT-

24 24 24 24

Giwl 60 29 47 0,50 X X X X
G1w2 98 62 51,1 0,52 204 37 48,6 0,37
G1W3 127 57 63,9 0,51 53 9 19,3 0,20
G1w4 66 59 38 0,44 71 10 16 0,20
G1W5 66 49 52,9 0,51 696 82 82,9 0,43
G1We6 115 64 56,1 0,49 158 40 46,2 0,26
G1w7 95 71 43,8 0,53 203 36 21,8 0,29
G1ws 239 139 61,7 0,46 61 14 15,2 0,20
G1W9 169 74 42,7 0,54 198 35 24,7 0,34
G1WI10 pwake 114 49,3 0,46 172 29 20 0,20
Giwl1l 80 49 41,4 0,50 507 81 38,2 0,46

G1W12 el 51 47,1 0,40 X X X X

Grup I ° de cerrahi iglem 6ncesi AST degeri ortalama 139+94, ALT degeri
82427, Ure degeri 53+12 ve Kreatinin degeri 0.49+0.07 olarak bulunmustur. Cerrahi
islemden 24 saat sonra alinan kanda AST degeri ortalama 252+157, ALT degeri
49+19, Ure degeri 44+18 ve Kreatinin degeri 0.46+0.08 olarak kaydedilmistir. Grup
Il’e ait operasyon Oncesi ve sonrasi elde edilen biyokimyasal parametreler Tablo 4.6’

da 6zetlenmistir.
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Tablo 4.6. Grup IT’e ait operasyon 6ncesi ve sonrasi biyokimyasal degerler. ( X ile
isaretli alanlar cerrahi esnasinda /cerrahiden sonra 6len veya takip sonrasi dolagim

bozuklugu olan siganlara ait degerlendirme disinda birakilan parametrelerdir.)

S.K. AST-0 ALT-0 URE-0 KRT-0 AST- ALT- URE- KRT-
24 24 24 24

130 83 49,5 0,69 X X X X
117 60 79,9 0,48 X X X X
87 86 48,9 0,47 147 38 34,7 0,37
94 69 69,3 0,35 132 35 76,5 0,33
108 76 42,3 0,5 569 80 45,5 0,42
68 65 59,8 0,49 320 77 57,4 0,43
222 92 55 0,47 374 46 56,6 0,4
83 82 42,2 0,49 188 44 19,7 0,23
62 35 36,8 0,51 X X X X
368 140 53,8 0,5 X X X X
262 123 54,3 0,43 120 28 31,6 0,2
75 73 44 0,51 168 47 34,7 0,39

Grup III * de cerrahi islem 6ncesi AST degeri ortalama 216+189, ALT degeri
69+22, Ure degeri 49+9 ve Kreatinin degeri 0.53+0.05 olarak bulunmustur. Cerrahi
islemden 24 saat sonra alinan kanda AST degeri ortalama 316161, ALT degeri
53+18, Ure degeri 56+22 ve Kreatinin degeri 0.45+0.08 olarak kaydedilmistir. Grup
IIT’e ait operasyon Oncesi ve sonrasi elde edilen biyokimyasal parametreler Tablo 4.7’

de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.7. Grup Il e ait operasyon dncesi ve sonrasi biyokimyasal degerler. ( X ile
isaretli alanlar cerrahi esnasinda /cerrahiden sonra dlen veya takip sonrast dolasim

bozuklugu olan sicanlara ait olup degerlendirme disinda birakilan parametrelerdir.)

AST-0 ALT-0 URE-0 KRT-0 AST- ALT- URE- KRT-

24 24 24 24

G3W1 [ 57 57,1 0,46 350 44 54,4 0,52
G3w2 §id 58 40,4 0,53 377 56 56,6 0,43
G3W3 |zl 64 67,8 0,56 468 73 49,2 0,57
G3w4 g 43 58,2 0,47 113 23 80,5 0,45
G3W5 [ 42 38,1 0,49 493 61 30,5 0,49
G3W6 ¢ 68 48,2 0,51 512 80 1048 0,43
G3W7 s 106 42,7 0,59 166 30 447 0,42
G3wW8 i) 61 57,7 0,44 X X X X
G3wW9 k] 65 43,2 0,58 X X X X
G3W10 mEzx 90 51,4 0,59 224 44 53,6 0,47
G3W11 7] 113 43,2 0,63 391 69 28,9 0,25
G3W12 iy 71 42,9 0,52 71 55,6 62 0,5

Grup IV’ de cerrahi islem oncesi AST degeri ortalama 141+80, ALT degeri
81234, Ure degeri 53+12 ve Kreatinin degeri 0.52+0.14 olarak bulunmustur.
Cerrahi islemden 24 saat sonra alinan kanda AST degeri ortalama 387+209, ALT
degeri 77+34, Ure degeri 88+66 ve Kreatinin degeri 0.47+0.06 olarak
kaydedilmistir. Grup IV’e ait operasyon 6ncesi ve sonrasi elde edilen biyokimyasal
parametreler Tablo 4.8’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.8. Grup IV e ait operasyon dncesi ve sonrast biyokimyasal degerler. ( X ile
isaretli alanlar cerrahi esnasinda /cerrahiden sonra 6len veya takip sonrasi dolagim

bozuklugu olan siganlara ait degerlendirme disinda birakilan parametrelerdir.)

SICAN AST-0 ALT-0 URE-0 KRT-0 AST- ALT- URE- KRT-
KODU 24 24 24 24

"

60 61 47,1 0,41 239 44 47,6 0,45
111 85 47,3 0,41 X X X X
62 36 37,2 0,52 366 67 63,6 0,44
46 67 55,5 0,49 422 69 35,4 0,45
103 50 58,6 0,56 84 69 52,4 0,49
249 79 42,9 0,45 495 83 42,2 0,41
202 113 42,7 0,54 744 156 1906 0,57
248 128 76,4 0,48 X X X X
121 96 70,2 0,43 X X X X
240 110 60,5 0,95 213 51 77,9 0,39
196 124 44,5 0,47 X X X X

26 61,4 0,54 537 80 196,2 0,56

MKH eldesi i¢in kullanilan Wistar Albino tiirii 5 adet sigandan yag alma islemi
esnasinda alinan kan serum Orneklerinin biyokimyasal analizi sonucu AST degeri
ortalama 186+133, ALT degeri ortalama 66+13, Ure degeri ortalama 50+8.6 ve
Kreatinin degeri 0.46+0.08 olarak kaydedilmistir.

MKH eldesi i¢in kullanilan Sprague-Dawley tiirli 5 adet sicandan yag alma
islemi esnasinda alinan kan serum Orneklerinin biyokimyasal analizi sonucu AST
degeri ortalama 119+137, ALT degeri ortalama 60+37, Ure degeri ortalama
43+13.7 ve Kreatinin degeri 0.44+0.09 olarak kaydedilmistir.
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4.3.Akim Sitometrisi Analiz Bulgular

Her bir sicandan alinan karaciger Orneklerinden elde edilen silispansiyonlar
slizme, eritrositten arindirma ve boyama islemlerinin ardindan akim sitometrisi
cihazinda analiz edildi. Tiim 6rneklerin es zamanli boyasiz bir 6rnegi akim sitometrisi
cihazinda analiz edilerek kontrol saglandi. Akim sitometri cihazinda sayilan 10,000
adet hiicre histogram analizinde degerlendirildi. Q1 6lii hiicreler ( Annexin V +/ 7-
AAD +), Q2 ge¢ apoptoz ( Annexin V -, 7-AAD +), Q3 canli hiicreler ( Annexin V
-/ 7- AAD -) , Q4 erken apoptoz (Annexin V +/ 7-AAD -) simgesi olacak sekilde

ayrildi. Sonuglar her bir simge i¢in % deger olarak belirlendi.

Grup I de 6lii hiicre (Q1) oran1 ortalama % 4,56+4,16, ge¢ apoptotik hicre
(Q2) orani ortalama % 43,95+15,59, canli hiicre (Q3) oran1 ortalama % 7,03+£2,37 ve
erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama %44,45+18,56 olarak tespit edildi. Bu
gruba ait akim sitometrisi bulgulart Tablo 4.9 * da gosterilmistir. Bu gruptan G1W8

kodlu si¢ana ait histogram analizi Sekil 4.3’ de verilmistir.

Tablo 4.9. Grup I akim sitometrisi bulgular1

_ 0,70 59,60 3,60 36,20
_ 1,30 27,60 4,40 66,70
_ 2,90 35,00 10,30 51,90
_ 0,20 18,20 5,70 75,90
_ 8,60 56,50 6,00 28,80
_ 6,80 48,10 10,00 35,10
_ 13,50 58,70 8,50 19,20
_ 2,40 60,10 5,60 31,90
_ 5,80 48,00 9,40 36,80
_ 3,40 27,70 6,80 62,00
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- T Tube: Annexin V-TAAD
-3 Population #Events %Parent %Total
] W 2 Events 10,000 w2 1000
] B 10,000 1000 1000
e Hei 1,354 135 135
w e oz 5,872 587 587
ol B a3 854 85 85
%' ] K os 1,920 192 192
£, ]
e
g E Tube Unstained Kontrol
] Population #Events %Parent %Total
| M 21 Events 10,000 ##£ 1000
23 We 9,545 954 954
3 Mo 12 0.1 0.1
a2 7 02 02
i L A P L Eua 512 &y ahs
Annexin V PE-A Q4 0 00 0o

Sekil 4.3. G1W8 kodlu sigandan alinan karaciger 6rneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

Grup Il de 61U hiicre (Q1) orani ortalama % 7.58+5.53, ge¢ apoptotik hiicre
(Q2) orani ortalama % 38.77+14.50, canli hiicre (Q3) orani ortalama % 11.41+7.12
ve erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama % 42.18+16.37 olarak tespit edildi. Bu
gruba ait akim sitometrisi bulgular1 Tablo 4.10 ‘ da gosterilmistir. Bu gruptan G2S4

kodlu si¢ana ait histogram analizi Sekil 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.10. Grup II akim sitometrisi bulgulari

X
X

s
.

- 16,5 52,2 9,2 22
- 4,2 32,7 5,1 58,1
- 11,2 25,3 23,8 39,7
- 0,8 22 10,6 66,5
- 7,5 38 5,3 49,1
- 13,1 30,1 19,2 37,5
- 5,1 45,1 4,2 45,6
- 2,3 64,8 13,9 19
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Tube: Annexin V-7AAD
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Il #)l Events
. P1
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10,000 #1000

10,000 1000 1000
416 4.2 42
3,266 327 327y
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Tube: Unstained Kontrol

Population

B I Events
Ll

#Events %Parent

10,000
9,734
3

22
9,691
18

#
97.3
0.0
02
996
02

% Total
100.0
97.3
0.0

0z
96.9
0.2

Sekil 4.4. G2S4 kodlu sigandan alinan karaciger drneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

Grup III de 6lii hiicre (Q1) orani ortalama % 1,87+1,23, gec apoptotik hiicre
(Q2) orani ortalama % 51,11+£18,34, canli hiicre (Q3) oran1 ortalama % 12,71£9,00
ve erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama % 34,30+14,54 olarak tespit edildi. Bu

gruba ait akim sitometrisi bulgulari Tablo 4.11 * de gosterilmistir. Bu gruptan G3W3

kodlu si¢ana ait histogram analizi Sekil 4.5’ de verilmistir.

Tablo 4.11. Grup III akim sitometrisi bulgular1

- 1,6 15,7
- 3,9 49,7
- 0,60 47,10
- 1,1 40,8
- 0,6 67,6
- 1,4 35,9
.

.

36
8,3

15,20

14,7

11,6

8,8

10,2
13,3

46,7
38
37,10
23,8
53,1
20,2
53,9

13,4
37,8
19
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|¢-,.= Tube: AnnexinV-7AAD
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Sekil 4.5. G3W3 kodlu sigandan alinan karaciger 6rneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

Grup IV’ te 6lii hiicre (Q1) oran1 ortalama % 2,62+2.41, ge¢ apoptotik hiicre
(Q2) orani ortalama % 46,25+11,47, canlt hiicre (Q3) oran1 ortalama % 16,33£8,66
ve erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama % 34,5245,96 olarak tespit edildi. Bu
gruba ait akim sitometrisi bulgular1 Tablo 4.12 * de gosterilmistir. Bu gruptan G4S1

kodlu sigana ait histogram analizi Sekil 4.6” da verilmistir.

Tablo 4.12. Grup IV akim sitometrisi bulgular1

- 3,2 26,3 32 38,5
- 0,1 37 20,8 42,1
- 4,4 56,2 16,2 23,2
- 2,6 52,6 5,2 39,6
- 7,4 36,9 23,2 32,6
- 0,9 52 10,5 36,5
- 0,5 54,2 13,2 32,1
- 1,9 57 9,6 31,6
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-oa; Tube: Annexin Y-TAAD
o T Population #Events %Parent %Total
u? g W Al Events 10,000 #1000
T P 10,000 1000 1000
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o -3
(] 3 B Tube: Unstained Kontrol
gﬂa B "_, FPopulation #Events %Parent %Total
- i M &l Events 10,000 #1000
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Sekil 4.6. G4S1 kodlu sigandan alinan karaciger 6rneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

MKH eldesi i¢in kullanilan Wistar Albino tiirii 5 adet sigandan yag alma
islemi esnasinda alinan karaciger doku 6rneginin Annexin V/7-AAD boyali akim
sitometrisi incelemesinde 6lii hiicre (Q1) orani ortalama % 4,74+1,99, ge¢ apoptotik
hiicre (Q2) orani ortalama % 45,86+11,44, canli hiicre (Q3) orani ortalama %
9,0245,37 ve erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama % 40,4+6,60 olarak tespit
edildi. Bu gruba ait akim sitometrisi bulgular1 Tablo 4.13 “ te gosterilmistir. Bu gruptan
MKW3 kodlu sigana ait histogram analizi Sekil 4.7’ de verilmistir.

Tablo 4.13. Kok hiicre eldesi i¢in kullanilan Wistar Albino tiirii siganlara ait akim

sitometrisi bulgular1

41,60 4,50 48,40
32,10 17,00 43,80
43,40 11,40 41,50
49,00 8,20 37,30
63,20 4,00 31,00
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” Tube: Annexin V-TAAD
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@
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Sekil 4.7. MKW3 kodlu sigandan alinan karaciger 6rneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

MKH eldesi i¢in kullanilan Sprague-Dawley tiirli 5 adet sicandan yag alma
islemi esnasmda alinan karaciger doku 6rneginin Annexin V/7-AAD boyali akim
sitometrisi incelemsinde 6lii hiicre (Q1) oran1 ortalama % 4,04+2,44, ge¢ apoptotik
hiicre (Q2) orami ortalama % 43,92+11,02, canli hiicre (Q3) orani ortalama %
8,50£2,79 ve erken apoptotik hiicre (Q4) orani ortalama % 43,5+7,02 olarak tespit
edildi. Bu gruba ait akim sitometrisi bulgular1 Tablo xx ° te gosterilmistir. Bu gruptan

MKSI kodlu sicana ait histogram analizi Sekil XX’ de verilmistir.

Tablo 4.14. Kok hiicre eldesi igin kullanilan Sprague-Dawley tiirii siganlara ait akim

sitometrisi bulgular1

35,30 11,20 49,00
53,70 7,30 35,80
42,00 9,80 41,50
31,80 10,00 52,50
56,80 4,20 38,70
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1 Tube: Annexin V-7AAD
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Sekil 4.8. MKS1 kodlu sigandan alinan karaciger 6rneginin Annexin V/ 7-AAD boyali

incelemesi ve boyasiz kontrolii.

4.4 Istatistiksel Analiz

Tiim gruplarda operasyon &ncesi ve sonrasi elde edilen AST, ALT, Ure ve
Kreatinin degerleri her bir grup kendi i¢inde degerlendirilecek sekilde “Wilcoxon
Signed Ranks Test”ile analiz edildi.

Grup I de AST degerlerindeki artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriildii. Ayn1 grupta ALT, Ure ve Kreatinin degerleri operasyon 6ncesi déneme gore

anlamli olarak azalmistir. ( p<0,05)

Grup Il de AST degerlerindeki artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
goriildii. Ayni grupta ALT ve Kreatinin degerleri anlamli olarak azalmistir. ( p<0,05)
Bu grupta Ure degerleri operasyon dncesi déneme gore azalmis olsa da bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii.

Grup III de AST degerlerindeki artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriildii. Ayn1 grupta ALT degerleri operasyon oncesi doneme gore anlamli olarak
azalmustir. ( p<0,05) Bu grupta Ure degerleri operasyon dncesi doneme gore artmis
ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Kreatinin degerleri bu

grupta anlamli diizeyde azalmistir. (p<0,05)
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Grup IV de AST degerlerindeki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gortldi. ( p<0,05) . Ayn1 grupta ALT ve Kreatinin degerlerinin operasyon Oncesi
doneme gore azaldig1 ancak bu azalmanin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. ( p>0,05) Bu
grupta Ure degerleri operasyon dncesi doneme gdre artmis ancak bu artisin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriildii.

Grup IV
Grup Il

Grup Il

I

Grup |

o
[
o

100 150 200 250 300

w
(93]
o
B
o
o

450

m AST-Cerrahi Sonrasi  m AST-Cerrahi Oncesi

Sekil 4.9. Tiim gruplarda cerrahi 6ncesi ve cerrahi sonrast AST degerlerinin degisimi

Grup i ‘
Grup | *

o
=
o

20 30 40 50 60

~
o
[e]
o

90

B ALT- Cerrahi Sonrasi M ALT- Cerrahi Oncesi

Sekil 4.10. Tiim gruplarda cerrahi 6ncesi ve cerrahi sonrast ALT degerlerinin degisimi
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Sekil 4.11. Tiim gruplarda cerrahi &ncesi ve cerrahi sonras1 Ure degerlerinin degisimi

Grup 11 | e
Grup | |
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
B Kreatinin-Cerrahi Sonrasi B Kreatinin-Cerrahi Oncesi

Sekil 4.12. Tiim gruplarda cerrahi dncesi ve cerrahi sonrasi Kreatinin degerlerinin

degigimi

Grup I’de iskemi siiresinin AST, ALT, Ure, Kreatinin, Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Bu grupta iskemi siiresi ile istatistiksel
olarak anlamli korelasyon izlenmemistir. Bu grupta AST, ALT, Ure ve Kreatinin
degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu ve bu korelasyonun istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir. (p<0,01) Karaciger dokusu akim sitometrik
incelemesinde Slgiilen 6lii hiicre (Q1) orani ile AST, ALT, Ure ve Kreatinin degerleri
arasinda negatif korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
Canli hiicre (Q3) orani ile AST, ALT, Ure ve Kreatinin degerleri arasinda negatif

korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Tablo 4.15. GrupIigin Spearman Rho Korelasyon Analizi Sonuglari. (iS: iskemi Siiresi KRT:
Kreatinin Q1: Oli Hiicre, Q2: Geg apoptoz, Q3: Canli hiicre, Q4: Erken apoptoz, KK(r) :

Korelasyon katsayisi)

is AST- ALT URE KRT Q1 Q2 Q3 Q4
IS KK (r) 1,000 -,188 -,188 127 -,138 -515 -,103 -394 ,236
p . ,603 ,603 726 ,705 ,128 J77 ,260 511
N 11 10 10 10 10 10 10 10 10
AST |KK () -188 1,000 867" 806" 913" -,406 -,103 -164 1309
p ,603 . ,001 ,005 ,000 244 J77 ,651 ,385
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
ALT (KK (r) -,188 867" 1,000 891" 869" -,164 -,079 -212 115
p ,603 ,001 . ,001 ,001 ,651 ,829 ,556 , 751
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
URE [KK (r) 127 806" 891" 1,000 8327 -479 -,030 -527 224
p 726 ,005 ,001 . ,003 ,162 ,934 117 ,533
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
KRT [KK () -,138 913" 869" 832" 1,000 -,425 -,038 -,388 ,250
p ,705 ,000 ,001 ,003 . 221 ,918 ,268 ,486
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q1 [kKk(r) -515 -406 -164 - 479 425 1,000 321 612 -709
p ,128 244 651 ,162 221 . 365 ,060 ,022
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q2 |KK(r) -,103 -,103 -,079 -,030 -,038 321 1,000 -,152 —,867*‘
p T77 J77 ,829 ,934 918 ,365 . 676 ,001
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q3 |KK(r) -394 -,164 -,212 -527 -,388 612 -,152 1,000 -,139
p ,260 ,651 ,556 117 ,268 ,060 676 . ,701
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q4 |KK(r) 236 309 115 224 250 -709] -867" 139 1,000
p 511 ,385 751 533 486 ,022 ,001 , 701 .
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Grup II’de iskemi siiresinin AST, ALT, Ure, Kreatinin, Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Iskemi siiresi ile istatistiksel olarak
anlamli korelasyon izlenmemistir. Bu grupta AST degerinin ALT ve Kreatinin
degerleri ile karsilikli pozitif korelasyonu oldugu ve bu korelasyonun istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. ( swrasiyla p<0,01 ve p<0,05) Ure degerleri
arasinda karsilikli pozitif korelasyon oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii. Karaciger dokusu akim sitometrik incelemesinde olgiilen 6lii hiicre
(Q1) oram1 ile AST arasinda pozitif ALT, Ure ve Kreatinin degerleri arasinda negatif
korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Canli hiicre
(Q3) orani ile AST ve Kreatinin degerleri arasinda pozitif, Ure degerleri arasinda
negatif korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Canli
hiicre (Q1) oram ile iire degerleri arasinda pozitif korelasyon saptanmis olup bu

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ( p<0,05)
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Tablo 4.16. Grup Il igin Spearman Rho Korelasyon Analizi Sonuglari. (IS: Iskemi Siiresi
KRT: Kreatinin Q1: Olii Hiicre, Q2: Geg apoptoz, Q3: Canli hiicre, Q4: Erken apoptoz, KK(r)

: Korelasyon katsayisi)

is AST ALT URE KRT Q1 Q2 Q3 Q4
IS [KK(r) 1,000 071 -,024 515 238 357 -,286 -,048 262
p . 867 ,955 ,192 570 ,385 493 911 531
N 11 8 8 8 8 8 8 8 8
AST [KK (r) 071 1,000 881" 228 7861 ,095 -,548 ,690 ,095
P 867 : ,004 ,588 ,021 823 ,160 ,058 823
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
ALT |KK(r) -,024 881" 1,000 252 881" -,190 -,452 786 -,024
P ,955 ,004 . 548 ,004 651 260 ,021 ,955
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
URE [KK (r) 515 ,228 ,252 1,000 587 -,503 -371 -,216 ,707
P ,192 588 548 . 126 204 365 ,608 ,050
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
KRT KK (r) ,238 786 881" 587 1,000 -,310 -,429 452 262
P 570 021 ,004 ,126 : 456 289 260 531
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
QL |KK(r) 357 ,095 -,190 -,503 -,310 1,000 119 214 -476
p ,385 823 651 ,204 456 . 779 610 ,233
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q2 |KK(r) -,286 -,548 -452 -371 -,429 119 1,000 -,357 -,643
p 493 ,160 ,260 ,365 ,289 779 . ,385 ,086
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q3 |KK(r) -,048 ,690 786" -216 452 214 -,357 1,000 -429
p 911 ,058 ,021 ,608 ,260 ,610 ;385 . ,289
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q4 |KK(r) 262 ,095 -,024 707 262 -476 -,643 -,429 1,000
P 531 823 ,955 ,050 531 ,233 ,086 289 .
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Grup HI’de iskemi siiresinin AST, ALT, Ure, Kreatinin, Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Iskemi siiresi ile istatistiksel olarak
anlamli korelasyon izlenmemistir. Bu grupta AST degerinin ALT degeri ile karsilikli
pozitif korelasyonu oldugu ve bu korelasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir. (p<0,01) Ure ve Kreatinin degerleri arasinda karsilikli negatif korelasyon
oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Karaciger dokusu
akim sitometrik incelemesinde o&lgiilen 6lii hiicre (Q1) orani ile AST, ALT, Ure ve
Kreatinin degerleri arasinda negatif korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Canli hiicre (Q3) orani ile AST, ALT, Ure ve Kreatinin
degerleri arasinda pozitif, korelasyon izlenmis olup bu istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.
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Tablo 4.17. Grup Il igin Spearman Rho Korelasyon Analizi Sonuglar1. (IS: Iskemi Siiresi
KRT: Kreatinin Q1: Olii Hiicre, Q2: Geg apoptoz, Q3: Canli hiicre, Q4: Erken apoptoz, KK(r)

: Korelasyon katsayisi)

is AST ALT URE KRT Q1 Q2 Q3 Q4
IS |KK(r) 1,000 -,006 -184 -,362 ,369 223 -118 555 -143
p . ,986 ,610 ,305 294 536 745 ,096 ,693
N 12 10 10 10 10 10 10 10 10
AST (KK (r) -,006 1,000 839" -224 -,043 -,445 -,248 ,164 ,200
p ,986 : ,002 533 ,907 197 489 651 580
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
ALT [KK(r) -184 839" 1,000 -,109 024 -,587 ,091 ,000 -,109
p ,610 ,002 . ,763 947 074 ,802 1,000 763
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
URE |KK (r) -,362 -224 -,109 1,000 134 -,043 ,600 ,030 -,539
p ,305 533 763 . 713 ,907 ,067 934 ,108
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
KRT |KK (r) ,369 -,043 ,024 134 1,000 -,333 ,043 ,195 -176
p ,294 ,907 947 713 . 347 ,907 590 626
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q1 |KK(r) 223 -,445 -,587 -,043 -,333 1,000 ,079 ,006 -,085
p 536 ,197 074 ,907 347 . 828 ,987 815
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q2 [KK(r) 118 -,248 ,001 ,600 ,043 079 1,000 -,345 -015"]
p 745 489 ,802 067 ,907 828 . ;328 ,000
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q3 [KK(r) 555 164 ,000 ,030 ,195 ,006 -,345 1,000 ,006
p ,096 651 1,000 934 ,590 ,087 ,328 . 087
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Q4 |[KK(r) -,143 ,200 -,109 -,539 -176 -,085 -915" ,006 1,000
p ,693 ,580 763 ,108 626 815 ,000 ,987 .
N 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Grup 1V’de iskemi siiresinin AST, ALT, Ure, Kreatinin, Q1, Q2, Q3 ve Q4
degerleri ile korelasyonu degerlendirilmistir. Iskemi siiresi ile istatistiksel olarak
anlamli korelasyon izlenmemistir. Bu grupta AST degerinin ALT degeri ile karsilikli
pozitif korelasyonu oldugu ve bu korelasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir. (p<0,05) Ure ve Kreatinin degerleri arasinda karsilikli pozitif korelasyon
oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Karaciger dokusu
akim sitometrik incelemesinde Slgiilen 6lii hiicre (Q1) orani ile AST ve ALT arasinda
negatif , Ure ve Kreatinin degerleri arasinda pozitif korelasyon izlenmis olup bu
istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Canli hiicre (Q3) orani ile AST arasinda
negatif, ALT, Ure ve Kreatinin degerleri arasinda pozitif, korelasyon izlenmis olup

bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Tablo 4.18. Grup IV igin Spearman Rho Korelasyon Analizi Sonuglari. (IS: Iskemi Siiresi
KRT: Kreatinin Q1: Olii Hiicre, Q2: Geg apoptoz, Q3: Canli hiicre, Q4: Erken apoptoz, KK(r)

: Korelasyon katsayisi)

is AST ALT URE KRT Q1 Q2 Q3 Q4
IS |KK(r) 1,000 544 ,304 482 ,118 074 618 272 -,593
p . 164 463 227 781 862 ,103 515 121
N 12 8 8 8 8 8 8 8 8
AST (KK (r) 544 1,000 766 ,286 /455 -,333 -,071 -,048 ,119
p 164 : ,027 493 257 420 867 911 779
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
ALT |KK (r) ,304 766 1,000 ,204 ,500 -,012 -,204 ,000 -,060
p 463 ,027 . ,629 ,207 978 629 1,000 ,888
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
URE |KK (r) 482 ,286 ,204 1,000 407 119 ,024 476 -,452
p 227 493 629 . 317 779 ,955 233 ,260
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
KRT |KK (r) ,118 455 ,500 407 1,000 ,048 -527 539 252
p 781 257 ,207 317 . ,910 ,180 ,168 548
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q1 |KK(r) 074 -,333 -012 119 ,048 1,000 -167 ;310 -,357
p 862 420 978 779 ,910 . ,693 /456 ,385
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q2 [KK(r) 618 -,071 -,204 024 527 -167 1,000 -714] -,667
p ,103 867 629 ,955 ,180 ,693 . ,047 071
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q3 [KK(r) 272 -,048 ,000 476 ,539 ,310 714" 1,000 ,119
p 515 911 1,000 233 ,168 456 047 . 779
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Q4 |[KK(r) -,593 ,119 -,060 -,452 252 -,357 -,667 ,119 1,000
p 121 779 888 ,260 548 ,385 071 779 .
N 8 8 8 8 8 8 8 8 8

Cerrahi islem esnasinda intraperitoneal MKH igeren SVF enjeksiyonu yapilan Grup
1T “‘deki Wistar Albino tiirli siganlar ile kok hiicre enjeksiyonu yapilmayan Grup I Wistar
Albino tiirii siganlardan cerrahi islemden 24 saat sonra elde edilen AST, ALT, Ure, Kreatinin,
Ql, Q2, Q3, Q4 degerleri acisindan karsilagtirildiginda iki grup arasinda AST degerleri
acisindan anlamh fark gozlenmezken, MKH enjeksiyonu yapilan grupta ALT, Ure ve
Kreatinin degerlerinde anlamli oranda artis olmustur. ( p degerleri sirastyla p<0,01, p<0,05,
p<0,05). Ancak bu iki grup arasmda Q1, Q2 ,Q3 ve Q4 oranlar agisindan anlamli fark

gbzlenmemistir.

Mezenkimal kok hiicre eldesi i¢in kullanilan 5 adet Wistar Albino tiirii sican
grubundan (MKW) yag alma islemi esnasinda alman karaciger doku oOrneklerinin akim
sitometrik analiz sonuglar1 degerlendirildiginde bacak transferi yapilip MKH enjeksiyonu
yapilmayan Grup I ile kiyaslandiginda Q1, Q2, Q3 ve Q4 oranlar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamh fark gdzlenmemistir. Ancak bu grup MKH enjeksiyonu yapilan Grup III ile
kiyaslandiginda 6li hiicre (Q1) oraninin, kok hiicre enjeksiyonu yapilan grupta anlaml

diizeyde azaldig1 gézlenmistir. ( p<0,05)
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Cerrahi islem esnasinda intraperitoneal MKH igeren SVF enjeksiyonu yapilan Grup
IV “deki Sprague-Dawley tiirii sicanlar ile kok hiicre enjeksiyonu yapilmayan Grup II Sprague-
Dawley tiirii siganlardan cerrahi islemden 24 saat sonra elde edilen AST, ALT, Ure, Kreatinin,
Q1, Q2, Q3, Q4 degerleri agisindan karsilastirildiginda AST, Ure, gec apoptotik hiicre (Q2),
canlt hiicre (Q3) ve erken apoptotik hiicre (Q4) oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenmedi. Ancak 6li hiicre (Q1) orant kok hiicre verilen Grup III’ de anlamli olarak
azalmistir. (p<0,01) . ALT ve Kreatinin degerleri kok hiicre enjeksiyonu yapilan grupta

anlamli oranda artmistir. ( p<0,05)

Mezenkimal kok hiicre eldesi i¢in kullanilan 5 adet Sprague-Dawley tiirii sigan
grubundan (MKS) yag alma islemi esnasinda alinan karaciger doku Orneklerinin akim
sitometrik analiz sonuglar1 degerlendirildiginde bacak transferi yapilip MKH enjeksiyonu
yapilmayan Grup II ile kiyaslandiginda Q1, Q2, Q3 ve Q4 oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlaml fark gézlenmemistir. Benzer sekilde MKH enjeksiyonu yapilan Grup IV ile
kiyaslandiginda Q1, Q2, Q3 ve Q4 oranlar1 agisindan anlamli fark gézlenmemistir.
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5. TARTISMA

Vaskiilerize kompozit doku nakilleri; ayni anda bir ¢ok farkli doku
¢esidinin (cilt, kas, kemik, sinir, tendon, bag doku vs.) aktarilmasi ile ger¢eklesen,
fonksiyonel ve estetik bir rekonstriiksiyon segenegidir. Ayni anda birden fazla
doku ¢esidinin transferi rekonstriiktif olarak avantajli olsa da bu islemin 6niindeki
en biiylilk engel her bir doku i¢in farkli sekilde meydana gelen immun
reaksiyondur. Bu immun reaksiyonu engellemek icin icin hastaya erken
donemden itibaren immiinsiipressif tedaviler baslanir. Bu sayede hem hasta hem
de greft sag kalimi saglanmis olur. Immiinsupresif tedavilerde meydana gelen
gelismelere ragmen oOzellikle kronik rejeksiyon ve Omiir boyu ila¢ kullanim
ihtiyaci, bu islemlerin hayat kurtarici 6zelligi olan solid organ transferlerine
nazaran daha az uygulanmasina neden olmustur. Diger taraftan uygulanan immun
stipresif tedavilerin basta karaciger ve bobrek olmak iizere bir ¢ok organ iizerinde
olan olumsuz etkileri bu islemlerin giindelik pratikte az uygulanan rekonstriiktif
prosediirler kategorisine girmesine neden olmustur. (Kuo, Chen, Shih, ve ark.,
2011)

Rekonstriiktif agidan avantajlart tartisilmaz olan VKDN’nin olumsuz
etkilerinin giderilmesi amaciyla gesitli ¢alismalar yapilmistir. Bu g¢alismalarda
temel amag Oncelikle hasta sag kalimi arttirmaktir. Bunun yaninda akut ve kronik
rejeksiyonlarin Onlenmesi, greft sag kaliminin da arttirilmasi ve sonugta bu
islemlerin uygulanabilirliginin arttirilmasidir. Bu ¢alismalarin temel dayanak
noktasi, greft sag kaliminin arttirllmast amaciyla hastaya verilecek olan
immiinsiipressif ilaglarin dozlarinin azaltilmasi veya bu ilaglarin tamamen
kesilmesi fikridir. Son yillarda kok hiicreler ile yapilan olumlu caligmalar, kok
hiuicre tedavilerinin kompozit doku dahil organ ve doku nakillerinde d olumlu

etkiler olusturabilecegi yoniinde kanaat olusturmustur.

Jeong ve ark. tarafindan yapilan deneysel bir ¢alismada Sprague-Dawley ve
Wistar Albino grubu ratlar arasinda ¢apraz bacak transferi yapilmis. Calisma grubuna

erken donemde ve islem sonrasi 1,2 ve 3. giinlerde adipoz doku kaynakli mezenkimal
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kok hiicre enjeksiyonu yapilmistir. Kok hiicre verilmeyen grupta ortalama rejeksiyon
stresi 6,8 gun iken kok hiicre verilen grupta bu slre ortalama 12,8 gln olarak
kaydedilmistir. Yine aymi calismada mevcut immiinsiipressif etkinin T hiicre
proliferasyonunun baskilanmasina bagli olarak gelistigi gosterilmistir. (Jeong ve ark.,
2014)

Barth ve ark. tarafindan primatlar iizerinde yapilan kompozit yliz nakli
modelinde, kemik iligi ile kombine olarak verilen takrolimus+ mikofenolat mofetil
tedavisi verilen grup tek basma takrolimus+ mikofenolat mofetil verilen gruba nazaran
kompozit doku yasayabilirliginin 6zellikle erken donemde belirgin bir sekilde fazla
oldugu gozlenmistir. (Barth ve ark., 2011)

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinmodiilator etkileri yaninda normal yara

iyilesmesi iizerine olumlu etkiler yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.

Yaralanma sonrast damar ¢evresinde yer alan kok hiicrelerin ve dolasimdaki
Ki kaynakli kok hiicrelerin, yaralanma bdlgesine ydnlenerek fibroblast ve
myofibroblast yoniinde diferansiye olduklar1 ve yara iyilesmesinde rol oynadiklar1

gosterilmistir.(Mori ve ark., 2005; Crisan ve ark., 2008; Verstappen ve ark., 2011)

Kok hicreler, embriyonik ve non-embryonik kok hiicreler olmak (izere ikiye
ayrilmaktadir. Embryonik kok hiicrelerin 1980°1i yillarda bulunmasina ragmen etik ve

yasal kisitlamalar nedeniyle rejenaratif tipta kullanima girememistir.(Bajada ve ark.,
2008)

Bu hiicrelerin her tiir dokuyu olusturabilecek hiicrelere yonlenme kapasitesi
vardir. Embriyonik kok hiicre ¢aligsmalari ulusal yonetimler seviyesinde izin alinmasi

sonucu yapilabilmektedir. Tibbi agidan bu hiicrelerden tiimor gelisme riski yiiksektir.
(Herberts ve ark., 2011)
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Embriyonik kok hiicrelerin yan etkileri tam olarak ortaya koyulmamasi
aragtirmacilarda non-embryonik kok hiicrelerin kullaniminin daha giivenli ve etkin

olacag diislincesini uyandirmstir.(Aznar ve Sanchez, 2011)

Yetiskin kok hiicreler, non-embryonik kok hiicre grubunda yer alir. Bu hiicreler
morfolojilerine, yiizeyel isaretleyicilerine diferansiyasyon potansiyellerine gore
mezenkimal kok hicre, hematopoetik kok hiicre ve endotelyal progenitér hiicre gibi
alt gruplara ayrilirlar. MKH’lerin temel gorevi bulunduklari ortamda olusacak
hasarlardan sonra dokuyu tamir etmek ve doku biitiinliigiiniin devamini saglamaktir.
Bu hiicrelerin farkli hiicrelere diferansiye olabilme ve sonsuz boliinebilme 6zellikleri
viicudumuzda bulunan somatik hiicrelerden temel farklaridir. MKH’ler, bir¢ok dokuda
bulunurlar ve uygun sinyal olusuncaya kadar farklilasma gostermezler.(Bianco ve ark.,

2008; Si ve ark., 2011)

Ozellikle acil durumlarda hem rejenerasyon hem de akut durumun
diizeltilmesinde onemli rol oynarlar. Yapilan deneysel bir ¢aliymada hepatoduedenal
ligamana 15 dakika boyunca klemp uygulanarak iskemi olusturulmus. Akabinde
klemp agilarak karacigerin %70’lik kismu ¢ikarildiktan sonra 2x10° adipoz kaynakl
mezenkimal kok hiicre penil venden enjekte edilmistir. Kontrol grubuna fosfat
buffered saline enjekte edilip 1.glinde yapilan incelemede karacigerde mitoz indeksi,
anti-proliferating hiicre cekirdek antijen diizeyleri ve rejenerasyon ile ilgili protein
seviyeleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
gozlenmis. Karaciger rejenerasyon ile iligkili gen diizeyleri islemden 2 giin sonra

Olglilmiis ve ayni sekilde anlamli diizeyde farkli oldugu gézlenmis.(Seki ve ark., 2012)

Sag bobregi ¢ikarilip sol bobregine yaklasik 45 dakika iskemi olusturularak
transfer edilen deneysel bir calismada, ¢aligma grubuna renal arterden her gruba farkli
hiicre sayilarinda olacak sekilde ( 5 x 10*, 1 x 10° , 5 x 10°) adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicre , ¢alisma grubuna fostaf buffered saline enjekte edilmis.

Islemden 2 giin sonra siganlar sakrifiye edilerek kan ve doku drnekleri alinmis. Kan
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iire azotu ve kreatinin diizeyleri, tiibiiler hasar skoru ve apoptozis indeksi 5 x 10° hiicre

verilen grupta belirgin olarak azalmig oldugu gézlenmis. (Shih ve ark., 2013)

Kuo ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 deneysel bir calismada Brown-Norway ve
Lewis grubu sicanlar arasinda karsilikli arka bacak allotransplantasyonu yapilmis ve
sicanlarda  greft yasayabilirliginin Dentritik hiicre ile kombine siklosporin ve
antilenfosit serum uygulanan grupta belirgin olarak artmis oldugu goézlenmistir.(Kuo
ve ark., 2009)

Kuo ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada Brown Norway (BN) tiirii
sicanlardan Lewis tiirii sicanlara bacak transferi planlanmis. Donér BN sicanlardan
inguinal yag doku almarak CD3+ T hiicreler ile birlikte kiiltiire edilmis. Transfer
sonras1 Grup I’e higbir tedavi uygulanmamis. Grup II i¢in Siklosporin A ( 0-20 gun) ,
Grup Il icin Antilenfosit Serum (-4 ve 1. giin) ve Siklosporin A ( 0-20 giin) , Grup IV
icin Antilenfosit serum ( -4 ve 1. Giin) + Siklosporin A ( 0-20 . giin) + YDKH ( 2x10°
hiicre 7,14 ve 21. Giin) verilmis. Calismanin in-vitro béliimiinde kiiltiir ortaminda T
hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve CD4 + / CD25 + / Foxp3+ regiilator T
hiicrelerin arttig1 gézlenmis. Caligsmanin in-vivo kisminda Grup IV de kompozit doku
yasayabilirliginin belirgin bir sekilde arttig1, rejeksiyonun belirgin bir sekilde azaldig1
ve dondr hiicre kimerizminin yiikseldigi gdzlenmis. Bunun yaninda periferik kanda
CD4 +/ CD25 + / Foxp3+ regulator hiicrelerinin arttigi, kompozit doku cildinde TGF-
B ve IL-10 diizeylerinin arttig1 gozlenmis.(Kuo, Chen, Goto, ve ark., 2011)

Kuo ve ark. tarafindan yapilan bir deneysel ¢alismada kismi yiiz nakli yapilan
domuzlarda Siklosporin A ile kombine olarak verilen kemik iligi kokenli MKH’lerin
greft yasayabilirligini belirgin bir sekilde arttirdigi, CD 45 ve IL-6 diizeyini azalttig1,
CD 4 + / CD25 + regulator T hucrelerini ve IL-10 diizeyini arttirdig1 gézlenmistir.
Ayrica transplante edilen dokudan giinliik alinan biyopsi orneklerinde Foxp3 + T
hicrelerinin ve TGF-B1 + hiicrelerin MKH+ Siklosporin A grubunda belirgin bir

sekilde artmig oldugu gozlenmistir. (Kuo, Chen, Goto, Huang, ve ark., 2012)
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Guangxin ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada karacigerde 60
dakika iskemi olusturulan siganlarin bir kismina reperfiizyon sonrasit kemik iligi
kaynakli mezenkimal kék hiicreler portal venden enjekte edilmis. Islem sonrasi1 12 ve
24. saatte alinann kan 6rneklerine gére mezenkimal kok hticre uygulanan grupta ALT
,LAST parametrelerinde belirgin azalma gozlenmis. Oksidatif stres belirteclerinden
Superoksit Dismutaz (SOD) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) duzeylerinde belirgin
artiy gozlenmis. Ayrica 24 saat sonunda sakrifiye edilen sicanlardan karaciger
ornekleri alinarak histopatolojik inceleme yapilmis. Konjesyon , vokuolizasyon ve
nekroz gibi hiicre hasar parametlerinde belirgin bir azalma gozlenmis. Benzer sekilde
mezenkimal kok hiicre verilen siganlardan alinan karaciger rneklerinde antiapoptotik

etkinin belirgin oldugu gézlenmis. (Jin ve ark., 2013)

Chun ve ark. tarafindan 2012 yilinda yapilan bir deneysel tavsan ¢aligmasinda
perkutan igne ile hasarlanmig L.2-3 , L3-4 ve L4-5 hasar alanina, hasarlanmadan 19
hafta sonra YDKH enjeksiyonu yapilmis. Yapilan MR ve histolojik incelemelerinde
YDKH enjekte edilen grupta ekstraselliiler matriks sekresyonunda belirgin artis,

hasarlanmig kartilajda minimal kemiklesme gozlenmistir. (Chun ve ark., 2012)

Hu ve ark.tarafindan yapilan c¢aligmada vaskilerize kompozit doku
allotransplantasyon yapilan siganlarin immiinsiipresif ajan (Siklosporin A +
Mikofenolat Mofetil) ile kombine mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu yapilmis.
Kompozit doku nakli yapilan siganlarda idrarda atilimi artmis olan 8§-0Xx0-7,8-
dihydroguanine, 8-oxo-7,8-dihydro-2- deoxyguanosine, ve malondialdehit duzeyleri
ve greft yasayabilirligi kiyalanmis. Malondialdehitin idrarla atilimi kok hiicre ilave
edilen grupta tek basina immiinstipresif uygulanan gruba gore % 50 azalmis, diger
taraftan 8-oxo-7,8-dihydro-2- deoxyguanosine atilimmnin 2,7 kat arttigir gézlenmis.
Greft yasayabilirligi ortalama 80 giin ile yine bu grupta en yiiksek olarak gozlenmis.
(Hu ve ark., 2013)
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Saito ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada iskemi ile birlikte %70
hepatektomili sigan modelinde mezenkimal kok hiicrenin etkinligi aragtirilmis. Bu
caligmada 6. saatte alinan kan 6rneginde AST, ALT ve Total Billurubin (TB) diizeyleri
belirgin sekilde diisiik oldugu gézlenmis. 24 saat sonunda sakrifiye edilen siganlardan
karaciger ve kan ornekleri alinmis. Kan 6rneklerinde AST, ALT ve Total bilirubin
dizeyleri 6. saat ile benzer sekilde diisiik olarak saptanmis. Karaciger rejenerasyonu
mezenkimal kok hiicre grubunda belirgin olarak artmistir. Alinan karaciger dokular1
invitro ortamda kiiltiire edilmistir. MKH ile kokiiltiire edilen grupta tek basina kiiltiirii
edilen gruba nazaran kiiltiir ortaminda Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor(VEGF) ,
Hepatosit Growth Faktor (HGF) diizeylerinde belirgin bir artis gézlenmistir. Kiiltiir
ortamma VEGF salinimini1 azaltan Bevasizumab ilavesi sonrast VEGF salinimi
azalmistir. Buna ragmen hepatosit viabilitesinde azalma goézlenmemis. Bu durum
YDKH’lerin htcre koruyucu etkisinin VEGF salinim1 disinda bagka bir sinyal sistemi

ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiis. (Saito ve ark., 2013)

Bizim g¢aligmamizda tiim gruplarda cerrahi islemden 24 saat sonra AST
degerlerinde artig gozlenmis ancak bu artig sadece 1 grupta ( Grup IV) anlamli diizeyde
bulunmugstur. Kompozit doku nakli sonrasi karaciger ve bobrege net etkinin
gOzlenebilmesi i¢in gruplardan hi¢ birine immunsupressif ila¢ verilmedi. Kok hucre
verilmeyen Grup I ve Grup II ‘ de beklenenin aksine ALT ve Kreatinin degerlerinde
anlamli oranda azalma olmustur. Bu iki grupta Ure degerleri de azalmis olmasima
ragmen sadece Grup I* de anlamli olarak bulunmustur. MKH enjeksiyonu yapilmayan
bu 2 grupta kompozit doku iskemi sureleri kok hticre verilen gruplara nazaran daha
uzun olmasma ragmen ALT, Ure ve Kreatininn degerlerinde ilk 24 saatte beklenen
artiy gozlenmemistir. Beklenenin aksine bu degerlerde azalma gozlenmistir. Bu
gruplarda ilk 24 saatte AST degerinde artig olmasina ragmen cerrahi 6ncesi degerlerde
g6z Oniinde bulundurularak bu artisin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde
nakil yapilmayan, sadece kok hiicre eldesi i¢in yag greftleri alinan siganlardan alian
karaciger doku orneklerinin akim sitometrik incelemesinde elde edilen sonuglarin,
nakil yapilip kok hiicre enjeksiyonu yapilmayan gruplar ile benzer oldugu goézlendi.
Hem biyokimyasal, hem de akim sitometrik analizler birlikte degerlendirildiginde
transplante edilen kompozit dokuya bagl ilk 24 saatte karaciger ve bobrek dokusu

iizerinde belirgin bir etkinin heniiz olusmadigi kanaatine varilmistir.
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Tiim gruplarda iskemi siireleri farkli olmasina ragmen bu siirenin AST, ALT,
Ure, Kreatinin, 6lii hiicre, canli hiicre, erken ve geg apoptotik hiicre oranlari ile anlaml
korelasyonu gbzlenmemistir. Buna dayanarak kompozit doku nakillerinde en az 102
dakikalik bir iskeminin karaciger ve bobrek parametreleri lizerine anlamli etkisi

olmadig fikri olugsmustur.

Tiim gruplarda AST ve ALT degerleri arasinda anlamli pozitif korelasyon
oldugu saptanmistir. Karaciger fonksiyon testlerindeki artisin gruplarm ¢ogunda
bobrek parametreleri ile benzer bigimde oldugu gozlenmistir. Bu bilgiye dayanarak
kompozit doku nakillerinde karaciger parametrelerindeki ylikselmeye bobrek

parametrelerinin siklikla eslik ettigi kanaati olugsmustur.

Tim gruplarda kompozit doku nakli sonrasi 24 saatte sonunda elde edilen
karaciger dokusunun akim sitometrik incelemesine dayanarak, canl hiicre, 6lii hiicre,
erken ve gec apoptotik hiicre oranlarinin ayn1 donemde kandan 6lgiilen AST, ALT,
Ure ve Kreatinin degerleri ile korelasyonu gdzlenememistir. Bu bilgiden yola ¢ikilarak
kompozit doku nakiller sonrasi ilk 24 saatte kandan 6l¢iilen AST ve ALT degerlerinin

karaciger viabilitesi hakkinda net fikir vermedigi kanaatine varilmistur.

Mezenkimal kok hiicrelerin yara iyilesmesi, karaciger fonksiyonlari, bobrek
fonksiyonlar1 ve immiinmodiilasyon iizerine birgok olumlu etkisi gosterilmistir. Bizim
caligmamizda intraperitoneal MKH enjeksiyonu yapilan her iki grupta ilk 24 saatte
AST degerleri acisindan anlaml fark gézlenmemistir. Yapilan ¢aligmalarin aksine
MKH enjeksiyonu yapilan her iki gruptaki sicanlarda ilk 24 saatte ALT ve Kreatinin
degerlerinin belirgin bir bicimde arttig1 goriilmiistiir. Ure degerleri MKH enjeksiyonu
yapilan her iki grupta da artmis olmasina ragmen bu artis sadece 1 grupta anlamli
olarak  bulunmustur. Karaciger ve bdbrek fonksiyonlarindaki bu artig
anlamlandirilamamigtir. Ancak bu bilgiden yola ¢ikilarak MKH’lerin karaciger ve
bobrek fonksiyonlar: {izerine siirekli olumlu etkisinin olamayacagi, bazen olumsuz

etkilerinin de olabilecegi konusunda fikir olusturmustur. MKH enjeksiyonu yapilan
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gruplardan birinde 24 saat sonunda karacigerde akim sitometrik inceleme ile elde
edilen 6l hiicre (Q1) oraninda anlaml1 azalma gozlenmistir. Ancak kok hiicrelerin her
iki grupta da ilk 24 saatte olusan apoptoz ilizerine belirgin etkisinin olmadigi
gorilmiistiir. Ayni sekilde MKH lerin ilk 24 saatte karacigerdeki canli hiicre oranlar1

izerine net olumlu etkisi gosterilememistir.

Elde edilen tiim bilgiler toplu olarak degerlendirildiginde, MKH’lerin
intraperitoneal uygulama ile ilk 24 saatte meydana gelen sistemik yanita net olumlu
etkisi gosterilememistir. Ancak daha dnce yapilan ¢aligmalar 1513inda degerlendirme
yapilirsa bu etkinin 24 saatten sonra baglayabilecegi, anlamli etkinin goriilebilmesi igin
kompozit doku nakli yapilan siganlarm immiinsiipressif tedavi verilmeden daha uzun
yasatilmasi, MKH uygulamasinin intravendz yolla yapilmasi sonugta hem sistemik
etkinin hem de MKH’lerin olumlu etkileri gozlenebilmesi miimkiin olacaktir. Bu

baglamda daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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OZET

KOMPOZIT DOKU ALLOTRANSPLANTASYONU YAPILAN
SICANLARDA, YAG DOKU KAYNAKLI MEZENEKIMAL KOK
HUCRELERIN ILK 24 SAATTE MEYDANA GELEN SISTEMIK YANITA
ETKIiSi

AHMET AKATEKIN, UZMANLIK TEZi, KONYA, 2015

AMAGC: Kompozit doku nakilleri es zamanli birgok farkli doku tiirliniin
rekonstriiksiyonu agisindan avantajlidir. Ancak bu islemin oniindeki en biiyiik sorun
tim doku ¢esitlerine kars1 ayr1 ayr1 olusan sistemik ve immiin yanittir. Biz bu
calismamizda kompozit doku nakillerine bagl ilk 24 saatte meydana gelen sistemik
yanit1 ve olusan sistemik yanita yag doku kaynakli mezenkimal kok hiicrenin (MKH)

etkisini gozlemlemeyi amagladik.

YONTEM: Cahsmada 29 adet Wistar Albino (WA) , 29 adet Sprague Dawley (SD)
tiirli sigan kullanilmistir. 24 adet WA sican 12°serli 2 ayr1 gruba ayrilmistir. ( Grup 1,
Grup I1I), 24 adet SD si¢an 12’serli 2 ayr1 gruba ayrilmistir. ( Grup I, Grup IV) . Kalan
5 adet WA ve 5 adet SD tiirli sigan MKH eldesi ve bazal karaciger apoptoz degerlerinin
Ol¢lilmesinde kullanilmistir. Bu gruplardan elde edilen MKH siispansiyonlar1 kendi
tiirlerinden sicanlara enjekte edilmek iizere -80 °C de saklanmis ve enjeksiyondan 40
dakika 6nce uygun kosullarda eritilmistir. Grup I ile Grup II arasinda, Grup III ile
Grup 1V arasinda ¢apraz sol arka ekstremite transferi planlanmistir. Transfer 6ncesi
tiim sicanlardan kuyruk kani alinarak bazal AST, ALT, Ure ve Kreatinin degerleri
Ol¢tilmiistiir. Transfer esnasinda anastomoz agilip ekstremite dolagimi gozlenen Grup
III ve Grup IV sicanlara kendi tiirlerinden elde edilen adipoz kaynaklit MKH iceren
siispansiyon intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Grup I ve Grup II siganlara ayn1
miktar serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Transfer isleminden
24 saat sonra bacak dolasimi yeterli olan sicanlar sakrifiye edilerek hem kan hemde
karaciger doku 6rnegi alinmistir. Elde edilen veriler hem grup i¢inde hemde gruplar

arasinda istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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BULGULAR: iskemi siireleri ile 24 saat sonunda kandan &lciilen AST, ALT, Ure,
Kreatinin degerleri ve karaciger dokusundan akim sitometrisi ile elde edilen 6lii hiicre,
canli hiicre, erken ve gec¢ apoptotik hiicre oranlar1 arasinda korelasyon olmadigi
goriilmiistiir. Kompozit doku nakli sonrasi tiim gruplarda AST degerlerinde artis
olmasma ragmen bu artig sadece 1 grupta anlamli bulunmustur. Kreatinin ve ALT
degerlerinde tiim gruplarda anlamli oranda azalma gézlenmistir. Ure degerleri MKH
enjeksiyonu yapilmayan gruplarda azaldig:1 halde enjeksiyon yapilan gruplarda artmis
olarak gozlendi. Akim sitometrisi incelemesinde MKH enjeksiyonu yapilan gruplarda
canlt hiicre, erken ve ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 arasinda fark gézlenmedi. Sadece 1
grupta MKH enjeksiyonu sonrasi 6lii hiicre oraninda azalma oldugu gézlendi. MKH
eldesi i¢in kullanilan siganlardan alinan karaciger orneklerinin akim sitometrik
incelemesi sonuglari, cerrahi islem yapilip MKH enjeksiyonu yapilmayan ve 24 saat
sonunda sakrifiye edilerek karaciger drnekleri alinan sicanlar ile karsilastirildiginda
oOlii hiicre, canli hiicre, erken ve ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 agisindan anlamli fark

gozlenmemistir.

SONUGC: Kompozit doku nakilleri sonrast ilk 24 saatte meydana gelen sistemik
yanmitin izlenmesinde AST, ALT, Ure ve Kreatinin degerlerinin anlamli bulgu
vermedigi, iskemi siiresinin karaciger ve bobrek fonksiyon testleri ile korelasyon
gostermedigi, AST ve ALT degerlerinin karacigerde mevcut apoptoz ve 6lii hiicre
miktar1 ile korelasyon gostermedigi bu nedenle takip acisindan yeterli olmadigi,
MKH’ lerin kompozit doku nakli yapilan sicanlarda ilk 24 saatte meydana gelen
sistemik yanita belirgin olumlu etkisinin olmadig1 hatta bazi parametrelerde olumsuz

etki olusturabilecegi sonucuna varilmaigtir.

Anahtar kelimler: Yag doku, kok hiicre, kompozit doku nakli, sistemik yanit
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ABSTRACT

FIRST 24 HOUR SYSTEMIC EFFECT OF ADIPOSE DERIVED STEM
CELLS IN RATS  WHICH MADE COMPOSITE TISSUE
ALLOTRANSPLANTATION

OBJECTIVE: Composit tissue transplantations are advantageous for reconstructions
of many tissue. However the biggest problem of this process is the sistemic and
immune response against all tissue types seperately. In our study we aimed to observe
sistemic response in the first 24 hours due to vascularised composit tissue
allotransplantations (VCA) and the effect of adipose derived mesenchimal stem cell

to the systemic response.

METHOD: 29 Wistar Albino and 29 Sprague Dawley rats were used in the study.
Twentyfour WA rats were seperated to 2 groups with 12 rats.(group 1,3) 24 SD rats
were seperated to 2 groups with 12 rats (group 2,4) Remaining 5 WA and 5 SD rats
were used for obtaining Mesenchimal Stem Cell (MSC) and for measure the basal liver
apoptosis values. These MSC suspensions were preserved in -80 degrees in order to
inject the same species and melted 40 minutes before the injection in favourable
conditions. Between group 1 and 2 and between group 3 and 4 the cross left hind
extremity transfer was planned. Before transfer, all rats' basal AST, ALT, BUN,
Creatinin values were measured by taking the tail blood. The suspension including the
adipose derived MSC which is obtained from the same species, was injected
intraperitoneally to group 3 and 4 rats that had been observed the extremity circulation
by opening the anastomosis during the transfer. Same amount of serum physiologic
was injected intraperitoneally to the group 1 and 2. Twentyfour hours after the
transfer, the rats which had the enough leg circulation were sacrificed and both blood
and liver tissue samples were obtained. The obtained results were statistically analysed
both in the group and between the groups.

RESULTS: We didn’t find any correlation between ischemia time and AST, ALT,
BUN and Creatinin values which were measured 24 hours after VCA. Alike any
correlation with flow cytometry results. Despite the increase in AST values after
composite tissue transplantation, this increase was significant in only one group.

Creatinin and ALT values were significantly decreased in all groups. BUN values were
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decreased in the groups which wasn't injected MSC, however it is observed as
increased in the groups which was injected MSC. Significant difference wasn't
observed between the dead cell, live cell, early and late apoptotic cell in the groups
that was injected MSC in the flow cytometry. Only in one group, it is observed that
the dead cell quantitiy was decreased after the MSC injection. The flow cytometric
results of liver samples of the rats which was utilized for obtaining the MSC weren't
differs from the rats which were operated but not get the MSC injection and sacrificed
after 24 hours from the point of dead cell, live cell, early and late apoptotic cell.

CONCLUSION: It is concluded that AST, ALT, BUN and Creatinin values aren't
give significant result for monitoring the systemic response in the first 24 hours after
the composite tissue transplantations. Ischemia time doesn't corelate with liver and
kidney function tests; AST and ALT values don't corelate with the amount of liver
apoptosis and dead cell and so not enough for monitoring; MSC has no significantly
positive effect on the systemic response in the first 24 hours of the composite tissue

transplantation, even has negative effects on some parameters.

Key words: Adipose tissue, stem cell, composite tissue allotransplantation, systemic

response
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