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OZET

Yildizdal S., Transplantasyon ve replantasyon sirasindaki uzun iskemi
probleminin ¢oziimiine dair ekstrakorporeal dolasim modeli. Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim
Dali Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Ekstremite nakilleri ve ekstremite
amputasyonlarinin replantasyonu sirasinda klasik kompozit doku saklama ve transport
yontemi sogukta saklamadir. Ancak sogukta saklama yontemi buyik kas Kitlesi olan
ekstremitelerin tasinmasinda guivenli bir saklama siiresi sagladigi diisiintilsede, uzamis
sogukta saklama siiresi, dokularda iskemi-reperfiizyon hasarini engelleyememekte ve
bu durumda replante veya transplante edilen ekstremitenin fonksiyonunda ve
sagkaliminda basarisiz sonuglar olusabilmektedir. Buna alternatif olarak solid
organlarin naklinde perfiizyon amagli kullanilmig olan ex-situ perfiizyon sistemlerinin,
vaskiilerize kompozit dokularin nakli sirasinda da kullanilmasi halinde; iskemik kalan
dokuda hem yeterli oksijenin saglanacagi hem sicakligin istenilen diizeyde tutulacagi
hem de olusan metabolik yan iriinlerin atilacag: varsayilmaktadir. Bdylece olusacak
inflamatuvar yanitin azalacagi ve replante edilen ekstremitenin fonksiyonunun ve
sagkaliminin artacagi disiiniilmektedir.

Replantasyon/transplantasyon cerrahisindeki iskemi problemine bir ¢6ziim
olusturabilmek igin bu ¢alismada 2 grup siganda, sogukta saklama yontemi ile ex-situ
perfizyon sisteminde saklama yontemini iskemi-reperfiizyon modeli kullanarak
karsilastirmayr amacgladik. Her iki grupta 6 saat iskeminin ardindan 1 saat reperfiizyon
yapildi. Reperfiizyonun ardindan alinan gastrokinemius kast doku orneklerinden,
cerrahi oncesi ve reperfizyon sonrast alinan kanlardan elde edilen serum
orneklerinden oksidatif hasar diizeyini belirlemek amagli Enzim Immun Assay
(ELISA) teknigi kullanilarak biyokimyasal olarak Stperoksid Dismutaz (SOD),
katalaz, TAS (Total Antioksidan), TOS (Total oksidan) ve Total Thiol parametrelerine
bakildi. Bunlarin yam sira yine ayn1 érneklerden ELISA yontemi ile TNF-a, NF-xB
ve IL-10 diizeyleri inflamasyon miktarini belirlemek i¢in bakildi. Ayrica kanda

iskemi-reperfiizyon hasarinin yol agacagi inflamatuvar degisimleri gostermek igin

biyokimyasal parametreler (Nat, K*, LDH, CK, Myoglobin ve Laktat)

degerlendirildi. Ek olarak sican arka bacagindan alinan gastrokinemius kasindan



ELISA yontemi kullanilarak bax ve bcl-2 proteinlerinin diizeyine bakip apoptoz
degerlendirildi.  Mitokondriyal  sitokrom  oksidaz  (cox) boyamasi ve
hematoksilen/eozin boyama yontemleri ile kas lifi hasart degerlendirildi.
Ekstremiteden alinan deri 6rneklerinden iskeminin cilt bulgular1 gézlemlendi.
Bulgulara bakildiginda, ekstrakorporeal dolasim sistemi sogukta saklama sistemine
gore oksidatif hasar1 daha az olusturmaktadir. Kas homojenatindan ve kandan alinan
orneklerden TAS, SOD ve Total Thiol degerleri perfiizyon sisteminde anlamli olarak
daha yiiksek bulundu. TOS degeri sogukta saklama sisteminde perfiizyon sistemine
gore daha yiiksek goriildii. Perfiizyon sistemi kullanilarak yapilan amputasyon
modelinde sogukta saklama sistemine gore inflamatuvar hasar daha dusiikti.
Inflamatuvar hasar1 gosteren TNF-a, NF-xB miktar1 perfiizyon sisteminde daha diisiik
goriilmiis olup, anti-inflamatuvar 6zellik gosteren IL-10 miktar1 perfiizyon sistemi
kullanilan modelde daha yiiksektir. Reperfiizyonun ge¢ déoneminde olusan apoptoz ve
nekroz bulgularinin aksine, bu ¢alismada iskemi reperfiizyon hasarimin erken dénemi
incelendiginden apoptoz belirteci olan bax ve bcl-2 diizeyleri iki grup arasinda farklilik
gostermedi. Biyokimyasal parametrelere bakildiginda kas yikim {irtinii olan CK,
Myoglobin degerleri ve metabolik yiikii gosteren LDH ve laktat degerleri sogukta
saklama grubunda perfiizyon grubuna gore daha yiiksekti. iskemi reperfiizyon
sonrasinda ciltte herhangi bir farklilik iki grup arasinda yokken; kasta cox boyamasi
ve hematoksilen/eozin boyamasi sonrasinda sogukta saklama sisteminde perflizyon
sistemine gore belirgin bir mitokondriyal hasar gozlendi.

Sonug olarak ekstrakorporeal dolasim modeli sogukta saklama modeline gore
inflamatuvar ve oksidatif hasari erken donemden itibaren daha fazla 6nlemektedir. Bu
sebeple kas kitlesi buytk olan ekstremitelerin replantasyonu veya transplantasyonunda

ekstrakorporeal dolagim sistemlerinin kullanilmasi daha basarili sonuglar olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Iskemi-Reperfiizyon hasari, Oksidatif stres, Ekstrakorporeal

dolasim modeli, Sogukta saklama yontemi
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ABSTRACT

Yildizdal S., Extracorporeal circulation model for solution of the prolonged
ischemia time during transplantation and replantation. Hacettepe University
Faculty of Medicine. Thesis in Plastic Reconstructive and Aesthetic Surgery
Department, Ankara, 2023. The standard composite tissue storage and transportation
method during limb transplantation and replantation is cold storage. However,
although the cold storage method is thought to provide sufficient time for
transportation of extremities with large muscle mass, prolonged cold storage cannot
prevent ischemia-reperfusion injury. Consequently, function and survival of the
replanted or transplanted extremity can be unsuccessful in prolonged cases of cold
storage. Alternatively, if vascularized composite tissues are stored in ex-situ perfusion
systems, sufficient oxygen is provided to the ischemic tissue, the temperature of the
tissue is kept at the desired level, and the metabolic waste products are eliminated.
Therefore, it is thought that the inflammatory response will decrease and the function
and survival of the replanted extremity will increase.

In order to find a solution to the ischemia problem in replantation/transplantation
surgery, in this study we aimed to compare results of the cold storage method and the
perfusion system storage method. Following the institutional review board approval,
an experimental study on 2 groups of rats using the ischemia-reperfusion model was
performed. Both groups underwent 1 hour of reperfusion after 6 hours of ischemia.
Superoxide Dismutase (SOD), catalase, Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant
Status (TOS) and total thiol levels in gastrocnemius muscle and blood samples were
biochemically analyzed using the Enzyme Immun Assay (ELISA) technique to
determine oxidative damage levels. In addition, TNF-0, NF-kB and IL-10 levels were
measured using the ELISA method in the same samples to evaluate the degree of
inflammation. Additionally, biochemical parameters (Na+, K+, LDH, CK, Myoglobin
and Lactate) were analyzed to demonstrate the inflammatory changes caused by
ischemia-reperfusion injury in the blood. Apoptosis was evaluated by measuring the
levels of Bax and Bcl-2 proteins in gastrocnemius muscle samples, using the ELISA

method. Muscle fiber damage was evaluated by mitochondrial cytochrome oxidase
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(cox) staining and hematoxylin/eosin staining methods. Skin findings of ischemia were
observed from skin samples taken from the extremity.

It was found that the extracorporeal circulation system causes less oxidative damage
than the cold storage system. TAS, SOD and Total Thiol levels in muscle homogenate
and blood samples were found to be significantly higher in the perfusion system. TOS
levels were found to be higher in the cold storage system than in the perfusion system.
Inflammatory damage was lower in the perfusion system than in the cold storage
system. The amount of TNF-a and NF-kB, which indicate inflammatory damage, was
lower in the perfusion system, and the amount of IL-10, which an anti-inflammatory
cytokine, was higher in the perfusion system. This study was designed to evaluate the
early phase of ischemia reperfusion injury therefore it was found that bax and bcl-2
levels, which are markers of apoptosis, did not differ between the two groups.
Considering the biochemical parameters, CK, Myoglobin values, which are muscle
breakdown products, LDH and lactate values, which show metabolic load, were found
to be higher in the cold storage group than in the perfusion group. No difference was
found between the skin findings after ischemia reperfusion between the two groups;
however, after Cox staining and hematoxylin/eosin staining of the muscle samples,
significant mitochondrial damages were observed only in the cold storage system-

In conclusion, the extracorporeal circulation model caused less inflammatory and
oxidative damages than the cold storage model in the early phases of ischemia
reperfusion injury. Therefore, the use of extracorporeal circulation systems in the
replantation or transplantation of extremities with large muscle mass may produce

more successful results.

Key Words: Ischemia-Reperfusion injury, Oxidative stress, Extracorporeal circulation

model, Cold storage method
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Cosmas ve Damian’in yash bir hastaya siyahi bir 6liiniin bacagini

mucize olarak naklettigini gosteren tasvir.(10).......cccveveviiieiiiieiiiieiiinnnns 5
Suprakondiler seviyeden el nakli, cerrahi bitimi gorintlisti ..........cccccueneee. 6
IRH hasar1 6ncelikle hiicresel boyutta baglar. Hipoksik ortamda

metabolik stres artar ve bu bazi oksidatif hasar mekanizmalarini

uyarir. Hiicre i¢i baz1 dengeler bozuldugundan apoptoz tetiklenir.

Vaskiiler gecirgenligin artisina bagli olarak immiin hiicrelerde

adezyon baglar. Dondrden alinan kompozit dokuda benzer sorunlar

ortaya ¢ikar. Nakil sonrasinda alicida bu durum immiin sistemin asir1
uyarilmasina ve IRH’ nin olusmasina yol agar. ...........cccoceviieniniicnnnne 12
Lipit peroksidasyonunda yaganilan bozukluklar sonrasinda bu lipitler
demir ile selasyon yaparak apoptozu indiikler. Buna ferroptozis
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Iskemi ile hiicrede enerji ihtiyaci artar. Hiicresel homeostaz bozulur,
ROM’larin ve kalsiyumun miktari artar. Bu durum reperfiizyon

sirasinda endotelyal aktivasyon ve proteazlarin aktivasyonuna yol

acar. Endotelyal hasar ve dokudaki hasarin temelinde bu yatar.

Olusan hasar apoptoz veya nekroza doniisebilir. .........cccoovveiiiiiiiiinnnn. 16
Uyaranin gelmesiyle beraber G protein aracili reseptor uyarilir. Daha
sonra membranda bulunan diger fosfolipaz C’yi uyarir ve bunun
sonucunda fosfotidil inozitol-3- fosfat olusur. Bu molekiiniin

endoplazmik retikulumunda kalsiyum reseptorlerine baglanmasiyla
kalsiyum sitoplazmaya ¢ikar. Daha sonra bir dizi yolak kullanarak

protein kinazlar1 aktive eder. Iskemi durumunda ortaya ¢ikan

inflamatuvar siire¢lerde ve iskemi bagimli hiicre degisikliklerinde bu
mekanizma onemli 1ol OyNar. ........cccocvviiiiiiiiii 18
Kompleman sistemi 3 ayr1 yolaktan aktive olabilir. Sonugta hepsi C3

ve C5’1 aktive ederek membran saldir1 kompleksini aktive eder. Bu

hiicre yikimini aktiflegtirir. ..........oooiiiiiiiiiii 19
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Vaskiiler yapi icerisinde bulunan inflamatuvar hiicreler, alarminler

gibi pek cok molekiil hiicreler aras1 ortamda farkli inflamatuvar
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde basta is kazalar1 olmak iizere, trafik kazalari, deprem gibi
toplumsal felaketler ve ev yaralanmalar1 sonrasinda mikrocerrahi gerektiren
amputasyonlara siklikla karsilagilmaktadir. Ampute olan bireylerin yasam kalitesi
onemli Olciide azalmakta hatta bazi durumlarda kendi temel ihtiyaglarim
karsilayamamaktadirlar. Ozellikle toplumumuzu etkileyen giincel deprem olayinda
cok sayida birey ekstremite kaybi yasamistir. Bu bireylerde bir is giicii kaybi
olugsmakta ve bu durum topluma ekonomik bir yiik getirmektedir. Bu sebeple
replantasyon ve transplantasyonlar bircok acidan bireyin yasam kalitesi ve toplumda

yer edinebilmesi acisindan oldukca 6dnemlidir.

Ekstremite nakilleri ve ekstremite amputasyonlarinin replantasyonu sirasinda
klasik kompozit doku saklama ve transport yontemi sogukta saklamadir. Sogukta
saklama yontemi ucuz, ulasilabilir, basit, 6grenilebilir ve uygulanabilir bir yontemdir.
Ancak sogukta saklama yonteminin metabolik ihtiyaci fazla olan dokularin ve biiyiik
kas kitlesi olan ekstremitelerin taginmasinda yeterli bir siire sagladig: diisiiniilse de
uzamis sogukta saklama siiresi, dokularda iskemi-reperfiizyon hasarmi
engelleyememekte ve bu durumda replante veya transplante edilen ekstremitenin
fonksiyonunda ve sagkaliminda basarisiz sonuglar olusabilmektedir. Ayrica ¢oklu
ekstremite amputasyonlarinda cerrahi siiresi uzadigindan sogukta saklama yontemi ile
1skemi siliresi uzamakta ve basarili sonuglar elde etmek zorlasmaktadir. Buna alternatif
olarak kullanilabilecek ex-situ perflizyon yontemlerinin daha az iskemi-reperfiizyon
hasar1 olusturdugu bilinmekte ve bu sebeple daha az sistemik inflamatuvar yanit

olusturacagi varsayilmaktadir.

Vaskiilerize kompozit dokularin ex-situ perfiizyon sistemlerinde saklanmasi
halinde iskemik doku hasarinin azaldig1 daha 6nceki calismalarda gosterilmistir.(1)(2)
Bu sistemler dokuya hem yeterli oksijeni saglamakta hem dokunun sicakligini
istenilen diizeyde tutmakta hem de olusan metabolik yan iiriinlerin atilmasim
saglamaktadir. Literatiirdeki major ekstremite replantasyonu ve transplantasyonu
sonuglarimin parmak amputasyonlarindan daha basarisiz sonuglart olmasmin temel

sebebi kas kitlesinin daha fazla olmasi nedeniyle olugan iskemi-reperfiizyon hasarinin



daha fazla sistemik inflamatuvar yanit olugsmasidir. Olusan bu inflamatuvar yanit
sonrasinda nakledilen ekstremite kaybedilebilmekte hatta hasta dliimleri

goriilebilmektedir.(3)

Solid organ nakillerinde ekstrakorporeal dolasim sistemleri kullanilarak
iskemi-reperfiizyon hasarinin azaltildigr gosterilmis ve bu sistemler solid organ
nakillerinde klinik kullanima girmeye baslamistir.(4) Sogukta saklama yontemleri ile
karaciger gibi solid organlarin 12-18 saatlere kadar saklanabildigi goriilmiis olsa da
transplantasyon cerrahisinde fonksiyonel kazanimlarin daha yiiksek olmasi i¢in bu
siirenin oldukca altinda kalinmasi amaglanmaktadir. (5) Bu siire ekstrakorporeal
dolasim sistemleri kullanilarak 24 saati asmaktadir hatta deneysel ¢aligmalarda 7 giine
kadar solid organlarin fonksiyonunun ve histolojisinin korundugu goézlenmistir. (6)
Solid organlarin aksine kas kitlesi ve metabolizmasi daha fazla olan ekstremitelerde
ekstrakorporeal dolasim sistemleri yeterli deneysel ve klinik ¢alisma olmadigindan
halen rutin kullanima girememis ve bu amagla kullanilacak bir makine perfiizyon

sistemi iiretilememistir.

Replantasyon/transplantasyon cerrahisindeki sorunlara alternatif bir ¢dziim
olusturabilmek i¢in bu c¢alismada perfiizyon ile ekstremitelerin canliligin1 koruma
yontemini, sogukta saklama yontemiyle karsilastirarak degerlendirme yaptik.
Calismamizda, laboratuvara uyum siirecini tamamlayan erigkin erkek Wistar-Albino
sicanlar kullanildi. Anestezi altinda sol arka ekstremitede inguinal ligamente paralel
bir sekilde oblik insizyon yapildiktan sonra tiim hayvanlarda femoral arter ve ven
disseke edilip ¢evre dokulardan ayrildi. Rastgele iki gruba ayrilan hayvanlardan 1.
Gruba (Sogukta saklama) alinan hayvanlarin femoral arter ve venleri klemplenerek
dolasim durdurdu ve femoral damarlar haricinde tiim dokular1 igeren transfemoral
amputasyon yapildi. Klempin distalinde kalan amputat su ge¢irmez bir kilifla sarilarak
6 saat buzlu su igerisinde suya temas etmeden bekletildi. Bu sirada deney hayvaninin
kalan viicut yapisi 1s1 yalitimli bir kopiik ile buzlu su ortamindan ayrildi ve 1sitildi. 2.
Gruptaki (Perflizyon sistemi) hayvanlarda diseksiyondan sonra arter ve ven kaniile
edildi. Femoral damarlar haricinde tiim dokular1 iceren transfemoral amputasyon
yapild1 ve arter klemplenerek sistemik dolasim kesildi. Boylece iskemi olusturuldu.

Klempin distalinden bir kaniille femoral arter perfiizyon sistemine baglandi. Femoral



ven yine kaniile edilerek sistemde dolasan sivinin geri toplanmasi saglandi. Amputat
osmotik basinc1 korumaya yonelik olarak perfadeks soliisyonu (Iceriginde, her 1000
ml’de; Dextran 40 (Mw 40000), 6 mmol K*, 0,8 mmol Mg, 0,8 mmol H,PO4 ve
H,PO42, 5 mmol Glikoz bulunur) ile nihai soliisyon basinci 2 ml/dk olacak sekilde
kademeli olarak arttirilarak bu degerde 6 saat perfiizyon saglandi. (7) Bu sirada deney
hayvaninin viicut sicakligi korundu. Perfiizyon sivisi ise oda sicakliginda

subnormotermik degerlerde (15-28 °C) tutuldu.

Her iki grupta da 6 saatin sonunda amputat1 tizerindeki klempler agilarak
reperfiizyon saglandi. Bir saatlik reperflizyon siiresi tamamlandiktan sonra hayvanlar
anestezi altindayken kan alinarak hayvan hi¢ uyandirilmadan sakrifiye edildi.
Reperfiizyonun ardindan alinan gastrokinemius doku Orneklerinden, cerrahi oncesi
alinan kandan ve reperfiizyon sonrasi alinan kandan elde edilen serum 6rneklerinden
oksidatif hasar, inflamatuvar hasar, biyokimyasal parametreler ve apoptoz diizeyi
incelendi. Mitokondriyal sitokrom oksidaz (COX) boyamas1 yapilarak mitokondriyal
hasar ve rutin hematoksilen/eozin boyamasi ile kas lifi hasar1 histopatolojik olarak
degerlendirildi. Ekstremiteden alinan deri orneklerinden iskeminin cilt bulgulari
degerlendirildi. Calisma sonunda ex-situ perfiizyon sisteminde saklanan amputatlarda
inflamasyon cevabinin ve doku hasariin sogukta saklama grubuna gore farkliliklar

ortaya konuldu.



2. GENEL BIiLGILER

Kompozit doku, birden fazla farkl histolojik doku tipini barindiran ancak tek
bir cerrahi iinite olarak bulunan yapilardir. Bunun en basit 6rnekleri arasinda el, kol ve
bacak siralanabilir. Bu yapilar, icerisinde deri, derialtt dokular, kas, sinir, tendonlar,
damarlar ve kemiklerin bulundugu tnitelerdir. Gegmisten giiniimiize yaralanmalar,
cerrahiye bagli rezeksiyonlar veya dogumsal eksiklikler sonrasinda kompozit
dokularin replantasyonu veya transplantasyonu her zaman onem arz eden ve merak
uyandiran bir konu olmustur. Mikrocerrahinin gelismesiyle beraber bu dokularin
vaskiilerize bir sekilde tasinmasi miimkiin olmaya baslamistir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) ortalama her y1l 7 milyon insan kaza, dogumsal anomali veya
kanser cerrahisine bagli kompozit doku transferi ihtiyaci duymaktadir. (8) Bu
bireylerde yasami tehdit eden bir durum olugsmasa da bu bireyler sosyolojik olarak
toplumdan izole olmakla beraber fonksiyonel olarak da {retime katkida
bulunamamakta hatta bazen kendi temel ihtiyaglarini bile kargilayamamaktadir. Bunun
sonucunda hem toplumlara hem de devletlere biiyiik bir ekonomik yiik binmektedir.
Biitiin bunlar goz Oniine alindiginda kompozit doku transplantasyonu (KDT) ve
kompozit doku replantasyonu (KDR) kisinin hem fonksiyonel hem de estetik olarak
kabul edilebilirligini ve hayat kalitesini arttiran kaginilmaz bir cerrahi yontem olarak

kabul edilmektedir.

2.1. Kompozit Doku Naklinin Tarihgesi

Antik caglardan gilinlimiize kadar KDT her zaman merak uyandirmistir.
Gilinlimiizde plastik cerrahide de kullanilan kimerizm kavraminin isim babasi olan
Yunan mitolojisi karakteri “Chimera” kompozit dokularin ksenotransplantasyonu
diisiiniilerek tiretilmis bir karakterdir. Cin mitolojisinde Doktor Bian Que’nin yaptig
iki kalp transplantasyonu ve sonraki tedavi siireci KDT nin uzak dogu uygarliklarinda
da ilgi ¢ektiginin kanitidir. 348 yilinda Aziz Cosmos ve Damian, Etiyopyali bir 6liiniin
bacagini hastalikli yash bir adamin bacagina naklettigi mitolojisi gibi bir¢ok mit

transplantasyonun ge¢miste de merak uyandirdigini ve 6nemini vurgular (Sekil 1). (9)



Sekil 1. Cosmas ve Damian’in yaglh bir hastaya siyahi bir 6liiniin bacagin1 mucize
olarak naklettigini gosteren tasvir.(10)

Solid organ transplantasyonlar1 daha erken donemlerde denense de kompozit
doku transplantasyonu (KDT) ilk olarak 1964 yilinda Dr. Robert Gillies tarafindan
Ekvador’da el nakli denemesi ile baglamistir. O yillarda immiinsupretif olarak sadece
hidrokortizon ve azatioprin kullanilmis ancak yeterli ve toksik olmayan dozlar ile
ilgili yeteri kadar bilgi edinilememistir. Kadavradan nakledilen bu el yaklasik 2
haftalik bir siire sonrasinda doku rejeksiyonuna bagli olarak kaybedilmistir. (11)Bu
deneyimden sonra transplantasyon immiinolojisi kavrami ortaya c¢ikmis ve
immiinsupresyon tedavilerinin kompozit doku transplantasyonlarinda 6nemi artmigtir.
Siklosporinin kesfi ve solid organ transplantasyonlarinda kullanimindan sonra 1985
yilinda si¢an arka bacagi transplantasyon modelindeki basarili sonuglar1 gosterilmistir.
(12) 1993 yilinda mikofenolat mofetil (MMF) kullaniminin da sigan arka bacagi

transplantasyonundaki {iistiin basaris1 gosterilmistir. (13) Ardindan ¢ok sayida



immiinstipresif ajanin farkli kombinasyonlarda deneysel olarak transplantasyonda

basarilarin1 gosteren caligmalar yapilmistir. (14) (15)

Daha sonra 1998 yilinda Dr. Jean-Michel Dubernard tarafindan Fransa’da
basarili ilk el transplantasyonu yapilmis ve 2001 yilina kadar bu dokunun yasamsallig
ile ilgili sorun olmamustir (Sekil 2). Hastanin ila¢ kullaniminda diizensizliginden otiirii
3 yil sonra bu dokunun da rejeksiyonu goriilmiistiir. (16) Bunun ardindan Fransa, Cin,
ABD’de benzer yillarda el transplantasyonlar1 yapilmistir. 2000 yilinda 18 cerrahin
katildig1 diinyanin ilk bilateral kol nakli Fransa’da yapilmistir. (17) 2006 yilinda
Kanada’da ilk basarili alt ekstremite nakli “ischiopagus” dogan kardeslerin 6len
ikizinden yasayan kardesine yapilan nakildir. Ayrica bu nakil ikizler arasinda oldugu
i¢cin immiinsupresyon gerektirmemistir ve diinyada yapilan ilk ikizden ikize nakildir.
(18) 2011 y1linda Cadavas tarafindan kadavradan bilateral transfemoral alt ekstremite
nakli yapilmis olsa da hastada lenfoproliferatif hastalik gelismis ardindan ekstremite

alinmig ve hasta dlmiistiir.

Sekil 2. Suprakondiler seviyeden el nakli, cerrahi bitimi goriintiisii

Gilinlimiize kadar yasayan 100’den fazla ekstremite, 40°tan fazla yiiz ve genito-
iiriner sistem nakilleri yapilmistir. (19) Giiniimiize kadar yapilan tekli iist ekstremite
nakillerinde basar1 oranlar1 %90’larin tizerine ¢ikmisken kompozit dokularin kombine
nakillerinde bu oranlar diigmektedir. Diinyada ilk defa denenen dort ekstremite nakli
bunun 6rneklerindendir. Cok sayida ekip beraber ¢aligsmis olsa da iskemi ve buna bagl

reperfiizyon problemleri geri donilisiimsiiz asamaya girerek gelisen sistemik



inflamatuvar yanit sendromu hasta kaybina yol agmustir. (3) Bu sebepten otiirii basariyi

arttirici stratejilerin kesfi ve kullanilmasi elzem hale gelmistir.

2.2. Kompozit Doku Antijenitesi ve Iskemi Zamam

Ekstremite  rekonstrilksiyonunda  otolog flepler, replantasyon ve
transplantasyon kullanilabilecek yontemlerdir (Tablo 1). Replantasyon secenegi
olmayan durumlarda fonksiyonel ve estetik olarak en iyi sonucu verecek olan yontem
kompozit doku transplantasyonudur. Transplantasyonda nakledilen doku deri, derialt1
doku, kas, sinir, damarlar, tendonlar, kemik gibi dokular icermektedir. Bu dokularin
hepsinin farkli antijenik 6zellikleri mevcuttur. Bu dokular igerisinde en antijenik yap1
deri olarak sayilabilir. Derinin 6zellikle Langerhans antijen sunucu hiicreleri bunun

temel sebebidir.

Tablo 1. Ampute olmus ekstremitelerin rekonstriiksiyonu sirasinda ydntemler,
cerrahilerin farklari ve sonuglarin kryaslanmasi

Ampute Uzuvlarda Replantasyonun ve Transplantasyonun Kiyaslamasi

Replantasyon

Oto-rekonstriiksiyon
(Serbest, rejyonel flepler)

Allo-rekonstriiksiyon
(Transplantasyon)

Temel ozellikler

Acil durumlarda
Travmatik amputasyonda
yapilir

Sicak iskemi zamani
onemli

Amputasyon
seviyesinden yapilir

Planl: cerrahi

Her durumda yapilabilir
Sicak iskemi zamani
onemli

Her seviyeden
rekonstriikte edilebilir

Planh cerrahi

Her durumda yapilabilir
Soguk iskemi zamani
Oonemli

Her seviyeden
rekonstriikte edilebilir

Cerrahi Yontem

Replantasyon
Dondér morbidite yok
Ortotropik transfer

Doku alim ve yerlestirme
Dono6r morbidite var
Heterotropik transfer

Transplantasyon

Dondér morbidite yok

Ortotropik transfer

Sonuglar

Hemen goriiliir
Norotizedir
Dogal estetik goriiniim

Zamanla goriiliir
Fonksiyon zayiftir
Yetersiz estetik goriiniim

Zamanla goriiliir
Norotizedir
Dogal estetik goriiniim




Immiin sistemin doku nakillerinde &nemi ilk olarak allojenik deri grefti
cerrahilerinde giindeme gelmistir. Nakledilen grefte kars1 verilen yanitin zamanla hem
hiicresel bagisiklik hem humoral bagisiklik hem de kompleman bagimli yolaklardan
oldugu kesfedilmistir. Bu sebeple giliniimiizde transplantasyon immiinolojisinde

hedefe yonelik immiinsupresyon biiyiik 6nem tagimaktadir. (20)

Ilk el transplantasyonunda kullanilan steroid ve azatiyoprin daha &nceki solid
organ nakillerinde basarili sonuglar verse de kompozit doku transplantasyonunda
yeteri kadar basar1 saglamamaistir. Bunun sebebi kompozit dokunun farkli embriyonik
tabakalardan olugsmasi ve buna bagl olarak antijenik 6zelliklerinin farkli ve yogun
olmasi olabilir. Kompozit dokulardaki antijeniteye bakildiginda en fazladan aza dogru
deri, kas, kemik, kikirdak, sinirler ve damarlar olarak siralanabilir. Cok farkli sayida
antijenik 6zelligin tek bir kompozit dokuda olmasi sebebiyle farkl: tipte rejeksiyonlar
ayni anda goriilebilmektedir. (21) Nakledilen kompozit dokudaki herhangi bir yapiya

kars1 gelismis rejeksiyon tiim nakledilen yapinin kaybina sebep olabilmektedir.

Kompozit doku nakillerinde iskemi zamanini belirlemek icin yeterli ¢alisma
yoktur. Kompozit doku i¢erigine bakildiginda kas dokusunun iskemiye en hassas yap1
oldugu gbz oniine alindiginda bu dokularin iskemi zamani i¢in kas yapilarinin temel
alinmasi uygundur. Kompozit dokularin sicak iskemi zamaninin 4 saat ve soguk
iskemi zamaninin 12 saat oldugu kabul edilse de bu siirelerin iizerinde basaril
replantasyon ve transplantasyonlar bildirilmistir. (22) Kompozit doku igeriklerinin

iskemi zamani tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Kompozit doku i¢erisinde bulunan yapilarin iskemi zamanlari

Doku Sicak iskemi zamam Soguk iskemi zamamni
Deri 4-6 saat 12 saat

Kas <3 saat 8 saat

Sinir 8 saat 24 saat

Damar 6 saat 12 saat

Kemik <4 saat 24 saat




2.2.1. Derinin Antijenik Ozellikleri ve iskemi Zamam

Deri viicudumuzdaki en genis organdir. Viicudu dis etkilere karsi koruyan bir
bariyer iken 1s1 regiilasyonu, immiinolojik koruma gibi daha pek ¢ok gorevleri vardir.
Bununla birlikte dis diinyadaki patojenlere karsi korunmak i¢in ¢ok giiclii bir antijenik
yapist vardir. Bu sebeple kompozit doku nakilleri sonrasinda nakledilen dokuda
ozellikle deriye kars1 antijenik reaksiyon ¢ok giiclii olabilir ve dokunun kaybina da bu
yol acgabilir. Kompozit doku rejeksiyonu takibi i¢in dondr doku deri biyopsileri ile

takip edilir.

Deri ve deri alti dokunun iskemiye karsi direnci fazladir ve hiicre i¢i pH
degisiklikleri sogukta saklama boyunca 12 saate kadar geri doniisiimlidiir. (23)
Deneysel tavsan flep modellerinde derinin normotermik kosullarda iskemi zamaninin

4-6 saat oldugu ve soguk saklama yontemiyle 48 saate kadar ulasabildigi gosterilmistir.

24)

2.2.2. Kasmn Antijenik Ozellikleri ve Iskemi Zamani

Kas mezodermal orjinlidir ve deriye gore antijenik etkisi zayiftir. Yine de
miyositler hem tiim hiicrelerde olan antijenleri hem de miyosit spesifik antijenleri
sentezler. KDT sirasinda olusan inflamasyon ve iskemi-reperfiizyon hasart ile
“sarkolemmal class 1 antijen” sentezi ve MHC sentezi artar. (25) Bu durum yavas ve
zayif bir doku rejeksiyonunu baglatir. Daha sonra mononiikleer hiicre infiltrasyonu

baslar ve bu hiicreler miyositlere zarar verir. Ardindan nekroz baslar.

Kas iskemiye deriye gore daha duyarlidir. Sican deney modelinde soguk
iskemi siiresi 16 saate kadar ulasabilir. (26) Insan kas iskemi siiresine bakildiginda geri
doniisiimsiliz asamanin sogukta saklamada bile 6-8 saat sonra basladig goriilmiistiir.

Ancak bu konuda yeterli ¢alisma mevcut degildir. (27)

2.2.3. Tendonun Antijenik Ozellikleri ve Iskemi Zamani

Tendonlar kaslara gore daha zayif antijenik 6zellige sahiptir. Hatta bazi
caligmalar tendonlarin otogreft veya allogreft olarak kullanimlar1 arasinda
immiinolojik olarak bir fark olmadigini savunmaktadir. (28) Bunlara dayanarak

vaskiilerize fleksor tendon allogreft transplantasyonlari yapilmis olup sonuglari
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olduk¢a yiiz giildiiriictidiir. (29) Tendonlarin iskemi zamani i¢in yeterli ¢alisma
olmamakla beraber sogukta saklanildig1 siirece iskemi hasarinin olmayacag kabul

edilir. (22)

2.2.4. Sinirlerin Antijenik Ozellikleri ve Iskemi Zamam

Mackinnon ve arkadaslar1 tarafindan sinir allogreft transferleri tanimlanmistir.
(30) Sinir transferi sonrasinda diisiik doz immiinsupresyon dahi yeterli olabilmektedir.
Sinir {izerinde miyelin kiliflar1 sentezleyen Schwann hiicreleri hem adezyon
molekiilleri hem de antijenik proteinleri sentezleyen sinirin antijenik yapisinin
temelini olusturan komponenttir. Sinir transferi sonrasinda en basta bu hiicrelere karsi
reaksiyon gelisse de sinir rejenerasyonu sirasinda alicinin sinirlerinden gelisim
olustugu i¢in izole sinir allotransplantasyonlarinda immiinsupresyonun da émiir boyu
kullanilmasina gerek yoktur. (31) Sinirde olusan inflamasyon perindral alanda sinirl
olacak sekilde olusur. Bu sebeple kompozit doku nakillerinde sinir antijenitesi
nakledilen uzvun hayatini tehlikeye atacak kadar olmamaktadir. Deneysel modellerde

sinirler 3 giine kadar soguk iskemiye direnclidir. (32)

Sinir dokusunun normotermik kosullarda saklanmasiyla 8 saate kadar iskemiye
dayanikli oldugu deneysel calismalarda gosterilmistir. Bu siire sogukta saklama

yontemleri kullanildiginda 24 saate kadar ulasabilmektedir. (33)

2.2.5. Damar Yapilariin Antijenik Ozellikleri ve iskemi Zamam

Damarlar KDT sirasinda en 6nemli yap1 taslaridir. Nakledilen dokunun
yagsamast i¢in Oncelikle bir arterin dolasim saglamasi ve bir venin bu gelen kam
bosaltmasi gerekir. Damar yapilarimin endoteli transplantasyon sonrasinda alicinin ilk
karsilastig1 yabanci dokudur. Bu hiicreler alicinin sitotoksik T hiicrelerini ve antijen
sunucu hiicrelerini aktive eder. Ayn1 zamanda bu endotelyal hiicreler ¢esitli agregan ve
proinflamatuvar sitokinler sentezleyerek bir sitokin firtinasina yol agabilir. (34) Bunun
sonucunda eger alicida daha onceden vericiye karsit antikorlar varsa hiperakut

reaksiyon dahi gelisebilir.

Endotel hiicrelerinin KDT sonrasi ilk antijenik etkisi yiiksek doz indiiksiyon

immiinsupresyon ile ¢oziiliir. Zamanla yeni olugan endotelyal hiicreler alic1 kaynakli
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progenitor hiicrelerden koken aldigindan immiinolojik reaksiyonlar oldukca azalir.
Kronik donemde damar diiz kaslarinda inflamasyon, intimada fibrozis ve bunlara bagl
damar limeninde darlik gelisebilir. Bu durum kronik rejeksiyonda allotransplantin

kaybina yol agabilir.

Vaskiiler yapilarin iskemi zamani 6zellikle miyokardiyal anoksi durumlarinda
olduk¢a onemlidir. Bu konuda yapilan c¢aligsmalara bakildiginda vaskiiler dokularin
normotermik kosullarda saklanmasiyla hiicre i¢i geri doniisiimsiiz hasar agamalarinin
6 saatte bagladig1 gosterilmistir. (35) Sogukta saklama yontemleri sonrasinda vaskiiler

yapilar tasindiginda bu siire 12 saate kadar ulasabilmektedir. (36)

2.2.6. Kemigin Antijenik Ozellikleri ve Iskemi Zamam

Kemik yapilarda antijenik 6zellikler oldukg¢a zayiftir. Osteokondral yapilarin
yiizeylerindeki proteinlere karsi immiinolojik reaksiyon gelisebilir. Bu yapilar1 ¢cok
diisiik derecelerde dondurmak antijenik 6zelliklerini azaltabilir. (37) Izole kemik
allogreftlerinin antijenitesinde alict ve vericinin MHC uyumu 6nemli rol oynar. MHC
uyumu arttikca allogreft reddi azalir. KDT sonrasinda olusan doku rejeksiyonlarinda

kemik oldukga az rol oynar.

Kemik yapilarin 37 °C’de saklanmasinin ardindan nakledildiginde kemikte
biiyiime ve gelismenin 7 saate kadar iskemik kemiklerde devam ettigi gosterilmistir.

Soguk iskemi ile saklandiginda bu siire 25 saate kadar ulasabilmektedir. (38)

2.3. iskemi-Reperfiizyon Hasar

Transplantasyon cerrahisinin popiilaritesi ve ihtiyact giin gectikge artmaktadir.
Transplantasyon ihtiyacinin artmasi ile paralel olarak dondr organ ihtiyaci giderek
artmistir. Organ bagis1 programlarinin yeteri kadar gelismemis olmasi sebebiyle alinan
organlarmn ve kompozit dokularmn iskemi maruziyeti artar. Iskeminin artisi ile beraber
cerrahi sonrasinda reperfiizyona bagli hasar da artar. Bu sebeple KDT basarist azalir.
(39) Kompozit dokunun nakli sonrasinda erken ve ge¢ donem fonksiyon kaybinda,
rejeksiyon ihtimalinin artmasinda ve kronik rejeksiyonun daha belirgin olmasinda da

iskemi reperfiizyon hasarinin (IRH) yeri vardir (Sekil 3).
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Sekil 3. IRH hasar1 dncelikle hiicresel boyutta baslar. Hipoksik ortamda metabolik
stres artar ve bu bazi oksidatif hasar mekanizmalarini uyarir. Hiicre i¢i bazi
dengeler bozuldugundan apoptoz tetiklenir. Vaskiiler gecirgenligin artisina
bagli olarak immiin hiicrelerde adezyon baslar. Dondrden alinan kompozit
dokuda benzer sorunlar ortaya g¢ikar. Nakil sonrasinda alicida bu durum
immiin sistemin asir1 uyarilmasina ve IRH nin olusmasina yol acar.

Herhangi bir travma veya cerrahiye bagli olarak bir yapmin vaskiiler
yapilarinda olusan bozulmayla beraber yeterli oksijen ve besin alim1 olamadiginda bu
duruma iskemi denir. Iskemi sirasinda olusacak olan metabolitler ve radikaller daha
sonra reperfiizyon ile beraber sisteme yansir. Bu durum bir metabolik stres yapar ve
yol agtig1 fonksiyonel ve yapisal degisikliklere iskemi/reperfiizyon hasari (IRH) denir.
IRH hasarinda hiicresel olarak, iskemi sirasinda hasar gormiis hiicrelerin kalic olarak
nekrozu, hiicresel diizeyde 6dem ve buna bagli fonksiyonel kayiplar, mitokondriyal
hasar, endotelyal harabiyet ve dengeli kan akiginin saglanamamasi gibi durumlar

giindeme gelir. (40)

Dokuda iskemi siiresi arttik¢a biriken metabolitin artmasindan 6tiirii IRH artar.
Transplantasyon esnasinda donoriin ve alicinin sistemik durumundaki problemler,
cerrahi sirasindaki doku anoksisi, kompozit dokunun nakle hazir hale getirilmesindeki
gecen siire¢ gibi faktorler IRH’yi arttirict etki yapar. Bu siirecler minimuma inse dahi
molekiiler diizeyde olusacak iskeminin olusturdugu az da olsa bir IRH mutlaka
gorilecektir. Olusan bu IRH ve buna bagli gelisen sistemik inflamatuvar yanit
sendromu (SIYS) nakil edilen yapinin viabilitesini etkilemekte, alicinin morbitidesini

belirlemekte ve hatta mortaliteye dahi yol agabilmektedir. (3)
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2.3.1. iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi

IRH’nin hem lokal hem de sistemik etkileri vardir. ik olarak olusan iskemiye
bagli kan akis1 yavaslar veya durur ve buna bagh olarak hiicresel boyutta lokal olarak
hiicresel enerji kayb1 yasanir. Ardindan reperfiizyon oldugunda iskemi sirasinda olusan
reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) ve inflamatuvar belirteglerin dolasima
katilmasiyla sistemik etkiler baslar. Trombosit agregasyonu, nétrofil aktivasyonu,
kompleman sisteminin aktivasyonu gibi sistemik durumlar SIYS olusumunu dahi

tetikleyebilir. (41)

2.3.1.1. iskemik Hasar

Iskemiye bagli kan akiminin azalmasimin olusturdugu hipoksik ortam hiicrelere
farkli oranlarda zarar verir. Hiicrenin hipoksiye verdigi yanit metabolizmasinin hiziyla
orantili olmakla beraber iskemi siiresinin artmasiyla beraber her hiicrede iskemik hasar
artar. {1k baslarda olusan degisiklikler geri doniisiimlii olsa da iskemi siiresi uzadikca
apoptoz yolaklarinin ve koagiilasyon kaskadinin aktivasyonu ile geri doniisiimsiiz evre

bagslar (Tablo 3). (42)

Tablo 3. Hiicresel elemanlarin geri doniisiimlii ve geri doniisiimsiiz histopatolojik

bulgulari
Geri doniistimlii Evre Geri doniisiimsiiz Evre
Plazma Balonlagma olusumu, Plazma membranin hiicre i¢i
membrant | mikrovilliislerde bozulma ve elemanlardan tamamen ayrilmasi

azalma, hiicre iskeleti ile hiicre
ici elemanlarin baglanti kaybina
bagli miyelinazasyon goriintiisii

Mitokondri | Odem, yogunlugun azalmast, Denatiire proteinlerden olusan
fosfolipid zengin yapilarin pamuk benzeri grantillerin
birikmesi sitoplazmaya ¢ikmasi, fosfolipid

zengin yapilarin asiri
cogalmasina bagli mitokondriyal
genisleme

Hiicre Grantiler ve fibriller yapilarin Karyolizis, piknosiz, niikleer
cekirdegi | bozulmasi parcalanma
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Hiicre i¢i 6dem hipokside ilk bulgu olarak goriiliir. Hiicre i¢i sitoplazmada ve
endoplazmik retikulumda vakuoller gériiliir. Iskemiye bagli inflamatuvar sitokinler
(TNF-a NF-KB, IL-1, IL-6...) ve endotelyal adezyon molekiillerinin sentezi artar.
(42) Hiicresel ddemin artisiyla alinan kompozit dokuda solukluk, turgor basincinin

artisina bagli sisme ve dokunun agirliginin artig1 goriiliir.

Hiicrede iskemiye bagli Nikotin Adenin Diniikleotit Fostat (NAPDH)
oksidazin aktivasyonu ile thiol grubu iceren glutatyon antioksidan sistemi aktive olur.
Ardindan glutatyonun katalizorliigiinii  yaptig1 glutatyon peroksidaz 4 enzimi
sayesinde olusan kararsiz lipidler (lipit peroksitler) lipit alkollere doniisiir. Bu
reaksiyonun aktive olamadigi durumlarda kararsiz lipitler demir iyonlar ile selasyon

yaparak demir-bagimli apoptoz yolaklarini aktive eder, buna ferroptozis denir (Sekil

4). (43)
l Lipit alkolleri
Lipit Peroksitler ‘ Ferroptozis

Sekil 4. Lipit peroksidasyonunda yasanilan bozukluklar sonrasinda bu lipitler demir
ile selasyon yaparak apoptozu indiikler. Buna ferroptozis denir.

2.3.1.2. Reperfiizyon Hasari

Farkli dokularda metabolik hiza bagli olarak olusan az miktar iskemi dahi
reperflizyon sonrasi hasari tetikler. Oksidatif hasarin ne kadar belirgin olacagim
kestirmek miimkiin degildir. Ornegin, miyokard enfarktiisii sirasinda 9 saatlik bir

koronal damar okliizyonu geri doniisiimsiiz olarak miyokarda hasar verir. (44)

Reperfiizyon hasarinin sistemik ilk etkisi von Willebrand faktorii (VWF) gibi
endotelyal agregasyon faktorlerinin kemotaktik etkisine bagli olarak notrofillerin,
CDA4+ T hiicrelerinin ve trombositlerin mobilize olmasiyla baglar. Yine ayn1 dokuda
oksijenasizasyonun baslamasiyla reaktif oksijen molekiilleri (ROM) olusur.

Notrofiller, TNF-a ve diger proinflamatuvar sitokin sentezini uyararak inflamatuvar
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hiicrelerin aktivasyonunu tetikler. Aktive olan nétrofil, makrofaj, lenfositler ve diger
inflamatuvar hiicreler dokuda hasara yol agar. CD4+ T hiicrelerin uyarilmasiyla
makrofaj uyarici faktér (MUF), IFN-y gibi faktorler sentezlenir ve bu durum
makrofajlart uyarir. Makrofajlardan diger pro-inflamatuvar TNF-a, IFN-y, 1L-6, IL-1
gibi sitokinler salgilanir. Immiin hiicreler iskemik dokuyu yogun sekilde infiltre eder.
Buradaki parankimin, endotelin ve gelen hiicrelerin etkisiyle beraber yetersiz
oksijenizasyon iirlinii olan siiperoksitler de ortaya ¢ikar. Bu ortaya ¢ikan radikaller
hiicre i¢i yikim mekanizmalarin1 da uyarir. Sonug olarak ortamda ¢ok fazla protein
yikim iiriinleri, inorganik radikaller, hiicre yikim iiriinlerinin oldugu hiicrelerin ve

dokunun zarar gordiigli kararsiz bir ortam olusur. (45)

Dokuda bu kararsiz ortamin yam sira sistemik olarak artan ROM ve pro-
inflamatuvar sitokinlerin etkisiyle uzak organlarda da endotelyal agregasyon
molekiilleri ortaya ¢ikar. Vazodilatasyonda oOnemli rolii olan ve vaskiiler
permeabilitede denge rolii iistlene Nikrik oksitin (NO) sentezinde bozulmalar baslar
ve vazokonstriiktor etkisi olan endotelin-1 ile NO dengesi bozulur. (46) Bu durum
giiclii bir vazokonstriiksiyonla sonuglanir ve bdylece uzak dokularda da trombosit
agregasyonu, notrofil kemotaksisi, dokudan salinan inflamatuvar sitokinlerin artisi,
kompleman aktivasyonu olur. Bu dokularda da iskemik kalan doku gibi hasar baslar,

apoptoz uyarilir ve uzak dokularda nekroz ile fonksiyon kaybi baslar.

2.3.1.3. IRH’de Mitokondrinin Rolii

Hiicresel elemanlarin iskemi hasarinda farkli farkli rolleri olur. Hiicre
cekirdeginden salgilanan niikleik asit pargalarinin apoptozu tetiklemesi, endoplazmik
retiikulumda kalsiyum dengesinin bozulmas1 gibi ¢ok sayida hiicre i¢i faktér bu
degiskenler arasinda yer alir. Mitokondri hiicreye enerji saglamasi ve apoptoz
yolaklarinda etkin rol almasi sebebiyle iskemide baslica rolii vardir ve bu sebeple
farmakolojik tedavilerde hedef rolii alir. Oksijenin azalmasiyla elektron tagima sistemi
(ETS) inhibe olur ve ATP seviyesi hiicrede azalir. ATP azalmasiyla Na/K pompasi
yeterli ¢alisamaz ve buna bagli membran stabilizasyonu bozulur (Sekil 5). Membran
stabilizasyonun bozulmasindan ve ¢ogu kalsiyum kanalinin ATP bagimli calisma

prensibi ile diizenlenmesinden dolayr hem hiicre membraninda bulunan kalsiyum
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kanallari, hem endoplazmik retikkulumda bulunan kalsiyum kanallari, hem de
mitokondri membraninda bulunan kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile hiicrede
kalsiyum iyonu birikmeye baslar ve apoptoz yolaklar1 aktive olur. Sonug olarak ETS

bozulmas1 ve buna bagl degisiklikler IRH nin temel mekanizmasini olusturur. (47)

Reperfiizyon

Ca Iyonu Artisi Serbest Oksijen Radikalleri

Proteazlarin
Aktivasyonu Artar

Hipoksik Alan 5

_}Endotel, Platelet ve
PMN Aktivasyonu

Transplantasyon

inflamatuvar Yanit

4 Mikro Dolasim = Vaxkonstriksiyon ve

mikrovaskiiler tromboz

Sekil 5. Iskemi ile hiicrede enerji ihtiyaci artar. Hiicresel homeostaz bozulur,
ROM’larin ve kalsiyumun miktar1 artar. Bu durum reperfiizyon sirasinda
endotelyal aktivasyon ve proteazlarin aktivasyonuna yol agar. Endotelyal
hasar ve dokudaki hasarin temelinde bu yatar. Olusan hasar apoptoz veya
nekroza doniisebilir.

Olusan anaerobik ortam laktik asidozu tetikler, hiicre i¢i asidik ortam ise
proteazlar, lipazlar, ATPazlar gibi yikict enzimleri aktive eder. Bu yapilarin
aktivasyonu yukarida belirtildigi gibi iskeminin hiicresel ve lokal etkilerinden sorumlu
olur. Kalsiyumun birikmesi, ATP miktarinin azalmasi gibi faktdrler mitokondriyal
membran stabilizasyonunu bozar ve membran gecirgenligi artar. Mitokondri zarinda
bulunan spesifik olmayan bazi porlar acilir. Buna bagli olarak mitokondrinin iginde
bulunan pre-apoptotik markerlerin sitoplazmaya ¢ikmasi ve apoptoz tetiklenir. Bu
dengenin bozulmasiyla basta kaspaz-9 ve kaspaz-3 olmak iizere kaspaz aktivasyonu
baslar. (42) Hiicre 6liimiiniin tetiklenmesiyle dokuda belirgin bir nekroz ve fonksiyon

kaybi1 olur. Bu durum IRH nin lokal etkisinin temelini olusturur.

Reperflizyon sirasinda oksijenin tekrar gelmesiyle beraber bozulmus olan
mitokondriyal denge ve kalsiyum metabolizmasi sonucu siiperoksitler, hidrojen

peroksitler ve hidroksiller gibi pek cok ROM tekrar artar. Fizyolojik kosullarda az
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miktar iiretilen bu ROM’lar hiicresel antioksidan mekanizmalarla beraber yok
edilirken burada olusan patolojik yiiksek miktarda ROM hiicre igin toksiktir. iskemide
olusan hasara bagli endotelyal agregasyon arttigindan ve sisteme inflamatuvar
sitokinler gittiginden gelen kan akimiyla bolgeye gelen nétrofiller burada birikmeye
baglar. Gelen immiin hiicrelerden tekrar TNF-o, IFN-y, interlokinler gibi
proinflamatuvar sitokinler salgilanir. Bu durum lokal olarak bolgede hiicre dliimiinii

tetikleyecek stiperoksit iyonlar1 ve peroksitleri de aktive eder. (48)

Reperfiizyon sirasinda sistemik hasarin azaltilmasi i¢in otofaji denilen bir
savunma mekanizmasi aktif rol alir. Hiicre i¢i bu antioksidan mekanizma beclin 1/3,
fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K), mTOR gibi yolaklar {izerinden calisir ve yikilmis
protein graniilleri ile yikilan organellerin temizlenmesi i¢in dinamik bir siire¢ baslatir.
Iskemik siirec baslayinca oksijen ihtiyaci artar ve hiicresel boyutta ATP seviyesi azalir.
Azalan ATP seviyesi adenozin-mono-fosfatla aktiflesen protein kinaz1 (AMPK) aktive
eder ve bu da bahsedilen molekiiller ilizerinden bazi1 yolaklar1 aktive ederek o
hiicrelerde otofaji baslar. Otofaji ile iskemik kalan hiicrelerdeki bir kisim organel ve
protein yikilmaya baslanarak ATP dengesi olusturulmaya caligilir. Reperfiizyon
sirasinda otofaji yine devam eder. (48) Otofajinin uzun siire devam etmesi asir1 bir

protein yikimina ve organel lizisine sebep olarak hiicre dliimiine yol agabilir.

2.3.1.4. IRH’de Tehlike Sinyallerinin Rolii

Proinflamatuvar molekiillerin hiicreler arasi iletisimi sayesinde dogal
bagisiklik sistemi hiicresel apopotozu uyarabilir. Iskemik kalan hiicrelerde olusan
mekanizmalar sonrasinda tehlike iligkili molekiiler patern (TIMP) salimmi veya
yikima bagli DNA parcalarinin hiicreler aras1 ortama salinmasi birer tehlike sinyali
olarak gorev goriir. TIMP’ler “toll-like-receptors”(TLR) aracilifiyla makrofaj ve
endotel hiicreleri tarafindan taninir. TLR uyarist ile beraber NF-kf3 Uretimi hucre
icinde artar, bu molekiil nukleusa girerek inflamatuvar genlerin transkripsiyonunu
arttirir. Bu sebeple TLR inhibisyonunu veya NF-kf3 inhibisyonunu saglayan RNA
tedavileri IRH yi azaltir. (49) KDT sirasinda donoriin kadavra olmasi durumunda TLR

tiretimi asir1 artmig goriiliirken saglikli dondrlerde bu miktar daha azdir. Bu durum
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kadavradan yapilan nakillerin kronik rejeksiyon siiresinin kisalmasina ve rejeksiyon

miktarinin artmasina katkida bulunur. (50)

2.3.1.5. Endotel Hiicrelerinin IRH’de Rolii

Endotelden salinan belirteglerin inflamasyon baslangicinda rolii vardir.
Ozellikle G protein aracili adenilat siklaz ve guanilat siklaz reseptorlerinin
uyarilmastyla vazokonstriiksiyon baslar ve hiicre i¢i sitokin salinimi gibi ¢ok sayida
inflamatuvar siirecin tetigi ¢ekilir (Sekil 6). Iskemik kalp hastaliginda, serebrovaskiiler
hastaliklarda G protein aracili reseptorlerde asir1 uyarilma ve bunlarin apoptozu
indiiklemesi ile inflamasyonu tetiklemesi gosterilen mekanizmalardir. (51) G protein
aracilt bu reseptorlerin inhibisyonunu ise nikrit oksit (NO) saglar. NO baglica endotel
hiicrelerinden sentezlenir ve vazodilatasyonda dnemli rol oynar. Dolagimda bulunan
yeterli NO sayesinde vaskiiler vazokonstriiksiyon olusmayip inflamasyon yolaklar

aktive olmaz. Iskemik durumda NO miktarmin diismesi iskemi hasarini tetikler.
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G Protein
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Sekil 6. Uyaranin gelmesiyle beraber G protein aracili reseptdr uyarilir. Daha sonra
membranda bulunan diger fosfolipaz C’yi uyarir ve bunun sonucunda
fosfotidil inozitol-3- fosfat olusur. Bu molekiiniin endoplazmik retikulumunda
kalsiyum reseptorlerine baglanmasiyla kalsiyum sitoplazmaya ¢ikar. Daha
sonra bir dizi yolak kullanarak protein kinazlari aktive eder. Iskemi
durumunda ortaya c¢ikan inflamatuvar siire¢lerde ve iskemi bagimli hiicre
degisikliklerinde bu mekanizma 6nemli rol oynar.
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2.3.1.6. Kompleman Sisteminin IRH’de Rolii

IRH sirasinda kompleman sistemi klasik, alternatif ve lektin yolaklarinin hepsi
tizerinden aktive olur. Her 3 yolak da en sonunda C3 ve C5’i aktif formlara
dontstiiriir ve membran saldir1 kompleksini (MSK) aktive eder, bdylece hiicresel
boyutta hasar baslar. (Sekil 7). (52) Kompleman aktivasyonunu inhibe eden RNA
tedavilerinin ve eculizumab gibi C5 inhibitorlerinin KDT sonrasinda nakledilen
dokunun erken donemde fonksiyonunu arttirdigi gosterilmistir ancak uzun donemde
dokunun rejeksiyon miktarmi etkilememistir. Benzer sekilde calismalarda kronik

donemde fonksiyon ve yasamsallik arasinda fark goriillememistir. (53)

Donorden organ alimi sirasindan da kompleman sisteminin etkinligi farklidir.
Beyin 6liimii ger¢eklesmis olan dondrlerde kompleman aktivasyonu belirgin artar. Bu
sebeple KDT sonrasinda basar1 sans1 belirgin azalir. Buna bagli olarak 6zellikle solid
organ nakillerinde yasayan donér hastalarda dokunun alimi oncesinde kompleman

inhibisyonu saglamak IRH’yi azaltici etki yapabilir. (54)

| Klasik Yolak | | Lektin Yolagi | | Alternatif Yolak |
| Ag-Ab Kompleksi | | Patojenlerdeki Mannoz | | A Paio{(_e;l;r I‘('el |
popto I_ oKular
N o o
7 o c4 &
g Cc2

| C3 Konvertaz |

C3a (inflamatuvar)
’ C3b (Opsonizasyon)

C3b

| C5 Konvertaz |

C5  mmm— C5a (inflamatuvar)

C5b (MSK'y1 Baglatir)

Membran Saldirn Kompleksi
CBb,C6,C7,C8,C9
Sekil 7. Kompleman sistemi 3 ayr1 yolaktan aktive olabilir. Sonugta hepsi C3 ve C5’1
aktive ederek membran saldir1 kompleksini aktive eder. Bu hiicre yikimin
aktiflestirir.
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2.3.2. Iskemi/Reperfiizyon Hasarinin Sistemik Etkileri

Tim dokularda hipoksiye bagli iskemik hasar ve daha sonra yeterli
oksijenizasyon ile reperflizyon hasarin1 gérmek miimkiindiir. IRH hasarindan sonra
belirgin baz1 mekanizmalar sistemik etkilere katkida bulunur. Endotelyal hasara bagl
gelisecek inflamatuvar sitokinlerin salinimi, koagiilasyon kaskadmin aktivasyonu,
kompleman sistemi aktivasyonu ve bunlara bagli SIYS sistemik etkilerden sorumlu
ana mekanizmalardir. Bunlarin yaninda reaktif oksijen radikallerinin olusumu hem

sistemik hem de lokal etkiler olusturur.

Bu olusan inflamasyon ortami daha sonra uzak organlarda basta endotelde
olmak iizere degisiklikler yapar. intraseliiler hiicre adezyon molekiilleri (IHAM) ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri (VHAM) uzak organ endotellerinde artar. Bunlara
bagli agregasyon ve vazokonstriiksiyon tetiklenir, mikrovaskiiler hasar baglamis olur.
Bunlarla beraber NO miktar1 azalir, endotelin-1 ve NO dengesinin bozulmasi da
iskemik hasar1 uzak organlarda arttirir. Bu mekanizmalarin baglamasi inflamasyonu
tetikler, reaktif oksijen molekiillerini arttirir ve apoptoz uzak organlarda da tetiklenir.
Bu hasarin sistemik etkisi SIYS olarak adlandirilir ve karaciger, bobrek, kalp gibi
organlar basta olmak iizere her organda bir etkilenme goriiliir. Bu organlara ait
belirteclerin bozulmasi sistemik etkilerin organlara yansidigini gosterir. ALT ve AST
karaciger icin belirte¢ olarak kullanilabilir. Bunun yani sira heniiz rutin klinik
kullanimda olmasa da karaciger spesifik yag asidi baglayici protein (K-YABP) hepatik
hasar i¢in daha duyarl bir belirtegtir. (55)

Oksitadif stresin ortaya ¢ikardigi renal hasar i¢in konvensiyonel olarak GFR,
kreatinin ve iire takibi yapilabilir. Renal malonildialdehit (MDA) levelinde artis ve
siiperoksid dismutaz (SOD) ile katalaz aktivitelerinde azalma renal etkilenmenin
basladigin1 gosteren daha duyarli belirteclerdir. Serbest oksijen radikallerinin
ortamdan azaltilmasi ve anti-oksidan mekanizmalarin devreye girmesiyle bu kan
tablolar1 geri donebilir. ROM’larin yiliksek miktarda olmasi iskemi sonrasi gii¢lii ve
kalic1 bir reperflizyon hasar1 yapacakken, orta veya diisiik seviyede olmasi iskemik 6n
kosullama benzeri etkiler yapip hasarin geri doniisiimlii olmasini da saglayabilir. (56)

Bu sebeple peroksidasyonu engelleyici a-lipoik asit, glutatyon, C vitamini ve diger bir
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takim antioksidan ajanlarin kullanilmast MDA levelini azaltan, apoptozu azaltan ve

IHAM gibi molekiilleri azaltarak hiicresel adezyonu azaltan etkilere sahip olabilir.

Sinir sistemi oksijen ve enerji metabolizmasi olarak oldukg¢a hassastir.
Hipoksik ortam ve glukozun yeterli saglanamamasi geri doniisiimsiiz hasarlara yol
acabilir. Serebral iskemik durumlarda noroinflamasyon mekanizmasi ani bir yanit
verir. Immiin sistem uyarisi, mikroglialarin aktivasyonu, sitokin olusumu, santral sinir
sistemi protein yikim {iriinleri artar. Sistemik olarak kanda belirgin IL-6 ve CRP artis1
olur. Ozellikle daha dnceden diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, sigara iciciligi ve
karaciger/bobrek hastaligi gibi komorbid durumu olan hastalarda inflamatuvar etkiler
ve IRH artar. Bu hastalar basta olmak tizere reperfiizyona bagli vazokonstriiksiyon ve
sitokin firtinasi sinir sisteminde daha belirgin goriiliir. IRH hasarinin devaminda kan-
beyin bariyeri bozulur, hiicre 6liimii baslar, kortikal nétrofil infiltrasyonu artar ve

etkiler geri doniisiimsiiz olarak kalic1 hale gelir. (57)

2.4. Sistemik Inflamatuvar Yamit Sendromu (SIYS)

Immiin sistem, organizmay1 patojenlere ve dis enfeksiyonlara kars1 koruyan bir
sistemdir. Bu sistemde bulunan hiicreler enfeksiyonun veya yabanci antijenlerin
oldugu bolgeye toplanir ve buradaki yabanci yapilar1 kontrol altina alip ortadan
kaldirmak i¢in inflamatuvar yaniti baglatir. Bu sistem ayrica biiyiik bir cerrahi,
kompozit bir antijenik dokunun aliciya nakledilmesi gibi durumlarda da enfeksiy6z bir
tablo olugsmadan inflamatuvar yanit1 baslatabilir. Bu inflamatuvar yanitin agir1 artmasi
durumunda geri doniisiimsiiz hasar baglar ve bu durum doku hasarina, organ
disfonksiyonuna ve nakledilen dokunun kaybina yol agabilir. Bu yanitin olugsmasinda
inflamatuvar sitokinlerin sentezi, endotel hiicrelerinin hasari, nétrofil aktivasyonu ve

glikokaliks hasar1 gibi sebepler olabilir (Sekil 8).
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Sekil 8. Vaskiiler yap1 igerisinde bulunan inflamatuvar hiicreler, alarminler gibi pek
cok molekiil hiicreler aras1 ortamda farkli inflamatuvar yanitlar olusturur. Bu
hiicreyi etkiler.

Alarmin (Hasar iligkili molekiiler yapilar) adi verilen yapilar herhangi bir
cerrahi sonrasinda sentezlenebilir ve bu yapilar “toll like receptor” (TLR) ad1 verilen
endotelyal hiicreler ve immiin hiicrelerde bulunan bir reseptor ailesine tutunur. Bu
reseptOriin aktivasyonu ile beraber hiicre iginde birtakim sitokinlerin sentezini ve
adezyon molekiillerinin sentezini uyararak inflamatuvar yaniti tetikler. (58) Bu
inflamatuvar yanitin durdurulamamasi durumunda asir1 bir endotelyal aktivasyon,
sitokin firtinas1 ve immiin hiicrelerin asir1 birikimi ile karakterize “sistemik
inflamatuvar yanit” olusur. Hastada olusan bu sistemik inflamatuvar yanitla birlikte
immiin hiicrelerin enfeksiyona spesifik olmayisi, 6zellikle monositlerin fonksiyonel
olarak yetersiz etkiye sahip olmasi, cerrahi sonrasi sistemik kortikosteroid artigina
bagli immiinsupresyonun artisi, cerrahi ve anestezi sirasinda farkli girisimlere bagh
olarak degisken patojenlere maruziyet ve trasfiizyon gibi sebeplerden 6tiirii cerrahiye
ikincil gelisen bir enfeksiyona yatkinlik da olusur. (59) Firsat¢1 enfeksiyonlar hastada
artmaya baslar. Bu enfektif ajanlardan da “patojen iliskili moliikeler patern” (PIMP)
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sentezi olur ve alarminlere benzer bir yolak aktive olur. Bu sebeple, enfektif ve enfektif

olmayan yolaklarin hepsi benzer olarak bu klinik tabloyu olusturur.

2.4.1. Doku Hasan

Cerrahi yapilan dokularda bulunan yapilarin biitiinliigiinii kaybetmesi ile
beraber inflamatuvar uyaricilarin sentezi baslar. Bu uyaricilar her doku katmaninda
reaksiyona yol agar (Sekil 9). Bolgede endotelyal gegirgenlik artar. Bu durum immiin
hiicrelerin artisina ve bu hiicrelerden sitokin sentezine yol acar. Hasar alan yerde
plateletlerin azalmasi da trombin iizerinden vaskiiler gecirgenligi degistirir. (60)
Cerrahi gegiren dokuda bulunan cilt alt1 dokudaki adipositlerde TNF-o sentezi artar.
(61) TNF-a sistemik inflamatuvar yanit olusumunda en temel sitokinlerdendir. Hem
vaskiiler gecirgenligin artis1 hem de sitokin sentezi ile beraber bolgede yogun bir 6dem
ve sisme olusur. Hiicresel yolaklarin dengesinin bozulmasi ile ROM sentezi artar.
Kompozit dokunun antijenik yapilar1 da PIMP gibi davranarak yine alicinin immiin
hiicrelerini uyarir ve sistemik inflamatuvar yanit daha da artar. Biitiin bunlar

inflamasyonun geri doniisiimsiliz agsamaya ge¢mesine sebep olur.

2.4.2. Alarminler

Cerrahi geciren organizmada kendi dokularindan alarminler (Hasar iliskili
moliiker paternler/TIMP) salinir. Bu molekiiller PIMP’lerle evrimsel olarak benzer
ozellikler tasir ve ayni reseptorler lizerinden inflamasyonu tetikler. Temelde alarminler
endojen hasarli hiicrelerin mitokondriyal DNA kalintilar1 iken, PIMP’ler eksojen
patojenlerin DNA kalintilaridir. Alarminler ayrica birtakim proteinlerin yikim triinleri
de olabilir. (62)Alarminler ayrica hiicre dist matriks bilesenleri ve glikokaliks
kalintilarindan da olusabilir. (63) Bu yapilarin aktivasyonu kompleman sistemini de
lektin yolag: lizerinden aktive eder ve hiicresel yikimi tetikleyebilir. Yine alarminler
TLR iizerinden hiicresel yolaklarin bir kismini aktive ederek inflamatuvar yaniti

tetikler (Sekil 9).
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Sekil 9. Hasar sonrasinda endotel, platelet ve inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu ile
sistemik inflamatuvar yanit baglar.

2.4.3. Sitokin Dengesinin Bozulmasi

Makrofajlar, dogal katil hiicreleri ve lenfositlerden salgilanan; interldkinler,
uyaricilar, bilylime faktorleri, interferonlar ve diger inflamatuvar uyarici peptidlerin
tamamina sitokin denir. (64) Cerrahi gegirme, stres, enfeksiyon ve diger viicudun
dengesini bozan her durumda kandaki sitokin miktar1 degisebilir. 1998 yilinda yapilan
bir calismada major cerrahi geciren hastalarda cerrahiden hemen sonra TNF-a,, IL-1,
IL-6, IL-10 miktarlarinin degisimi akut olarak goriilmiistiir ve bu durum cerrahi 6ncesi
doneme gore biiyiik farklilik gostermistir. (65) Bu sebeple kompozit doku nakilleri de
sitokinlerin asir1 degisimine sebep olabilir. (3) Sitokinlerin artmasi ile beraber
noétrofillerin, makrofajlarin, plateletlerin ve diger immiin sistem hiicrelerinin
aktivasyonu degisir. Bu durum hasar goren bolgede kemotaksis, hiicre proliferasyonu,

mikrovaskiiler bozukluklar1 ve koagiilopatileri tetikler.

Bu sitokinlerin artis1 ile olusan degisimler organizma tarafindan siirlandirilir.
Ancak 6zellikle biiyiik cerrahiler, yiiksek antijenik yiik ve IRH sonrasinda bu sinirlama
olugsamayabilir ve sitokin firtinast dedigimiz durum olusur. Bu durumda hiicresel 6liim

baslar ve doku hasar1 gelisir. (66)

2.4.4. Endotelyal Aktivasyon

Sitokinlerin artisi, ROM sentezi ve inflamatuvar hiicrelerin artis1 endotelyal
fonksiyonlar1 bozar. Bunun sonucunda hem endotelyal hiicre aktivasyonuna bagli von
Willebrand faktorii (vVWF) artisina bagli platelet agregasyonu hem de selektinler gibi

adezyon molekiillerinin artigina bagli nétrofil infiltrasyonu artar. Endotel yapisi
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fizyolojik kosullarda bir bariyer gorevi goriitken inflamatuvar yanitin geri
doniislimsiiz olarak asir1 artmasiyla beraber doku hasarini yapan temel mekanizmalari
uyarir. Hem koagiilasyon kaskadi hem de kompleman aktivasyonu sistemik olarak

artar. (67)

2.4.5. immiin Hiicre Birikimi

Doku hasari ile beraber alarmin sentezi artar. Buna bagli olarak inflamasyon
tetiklenir. Endotellerde bulunan selektin molekiillerinin artis1 ile beraber lenfositler
inflamatuvar bolgede birikmeye baslar. Lokositlerde kemokin reseptorii ekspresyonu
artar. VLA grubu reseptorler ve CXC reseptorleri adezyonun artigini saglayan, hasarli

dokuya 16kosit gog¢iine sebep olan temel reseptér mekanizmalaridir. (68)

Makrofajlar inflamasyon sirasinda hem proinflamatuvar hem de anti-
inflamatuvar siiregleri yoneten temel hiicrelerdir. Plateletlerin monositlerle hiicresel
etkilesimi ile beraber monositlerin makrofajlara degisimini uyarir. Kemokin
saliiminin artig1 ile beraber makrofajlarin aktivasyonu ve hasarli bolgeye gogii artar.
Inflamatuvar sitokinlerin artis1 ile beraber makrofajlarin fagositik etkisi artar ve doku

hasarini arttirir. (69)

2.4.6. STYS Klinigi

SIYS sonrasinda otonomik, endokrin, hematolojik ve immiinolojik degisimler
olur. Hemodinamik stabilite bozulur. Vaskiiler yapi igerisinde yeterli basinci ve hacmi
tutmak zorlasir ve vaskiiler igerik doku sivisina dogru yer degistirir. Intravaskiiler
hacmin yetersiz olmasi sebebiyle kalp atimu artar, ancak bu artis kan basincini yeterli
seviyede tutamaz. Homeostazis bozulur ve viicut sicaklig1 regiilasyonu bozulur. Buna
bagli normotermik degerler yerine hipotermik/hipertermik viicut sicakligr goriiliir.

Proinflamatuvar sitokinlerin asir1 artisi ile 16kositlerde asir1 bir artis olur. (69)

SIY'S gelistikten sonra tedavi edilemeyen durumlarda klinik olarak multi organ
yetmezligi olusur. Serebral ensefelopati, akut respiratuvar disstres sendromu, kalp
yetmezligi, gastrointestinal stres iilserleri, renal tiibiiler nekroz, karaciger yetmezligi,

koagiilopatiler ve adrenal yetmezlik gibi bir¢ok klinik tablo beraber goriilebilir. (60)
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2.5. Iskemi/Reperfiizyon Hasar1 i¢in Tedavi Yontemleri

IRH’nin akut déonemde etkili bir tedavisi olmadig1 i¢in en iyi tedavi modalitesi
olusmadan Onlenmesi olarak sayilabilir. Ancak kronik donemde yerlesen IRH i¢in bir
takim tedavi yontemleri gelistirilmistir. Hem iskemi aninda hem de reperfiizyonda
farkli immiinolojik ve inflamatuvar yolaklar iizerinden etkiler goriilebildiginden
iskemi/reperflizyon hasarina karsi iiretilen ilaglarin mekanizmasi ¢ok yonlii olabilir.
Hiicre apoptozunu onleyen, IRH hasarini azaltan, anjiogenezisi etkileyen ilaglarla
beraber hiicresel rejenerasyonu arttiran C vitamini, tokoferoller ve glutatyon gibi direk
yolaklarda yer alan ilaglarin yani sira bunlarin mimetik etkilerini saglayan sentetik
ilaclar da siklikla kullanilmaktadir. (46) Kullanilan farmakolojik ilaglar tiim
mekanizmalara birden etki edemeyeceginden tamamen IRH’nin Oniine ge¢mek
miimkiin degildir. Bu sebeple iskemi reperfiizyon hasarini en basta olusmadan
engelleyecek manevralar, metabolik duruma miidahaleler de ekstrinsik olarak IRH i¢in

birer tedavi amaci sayilabilir.

2.5.1. Hiicresel Yolaklar Uzerinden Gelistirilen Tedavi Modaliteleri

Hiicre i¢i “hayatta kalmayr arttirict faktorleri arttirma” (HAFA) ve
“reperfiizyon hasarini geri donderen kinaz” (RHGK) ve cGMP/PKG yolaklar1 temel
tanimlanan IRH engelleyici yolaklardir (Sekil 12). (70) Hipoksi ile uyarilan faktor
(HUF), NF«xp yolagi, apoptoz engelleyici yolaklar gibi ¢cok sayida yolak iizerinden

tedavi gelistirme caligmalar1 devam etmektedir.
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Sekil 10. RHGK yolagi G protein iizerinden ¢alisir. Hormonlarin biiyiik kismi bu
yolag1 aktive eder. Iskemik 6n kosullama ve hafif diizeyde iskemik hasar bu
yolak {izerinden hiicre apoptozunu azaltir ve hiicrede antioksidan
mekanizmalari uyarir. HAFA yolagi TNF, sitokinler, interlokinler ile uyarilir
ve yine apoptozu engeller.

Apoptozu engellemek i¢in en eski tedavi modalitelerinden birisi mitokondriyal
membran porlarinin aktivasyonunu etkileyen ilaglardir. Siklofilin D inhibisyonu
sayesinde nekrotik hiicre Oliimiinlin azaltilmas1 amaglanir. (71) Siklofilin D,
siklosporinin  yiiksek afinite ile inhibe ettigi molekiildiir. ~Siklosporinin
immiinsupresyon ve transplantasyonda yiiksek kullanim alan1 oldugu bilinmektedir.
Ancak giiclii yan etkileri sebebiyle siklosporin yerine siklofilin baglayict diger
proteinler de deneysel olarak kullamimdadir. (72) Polilaktik asit/poliglikolik asit
nanopartikiillerinin i¢ine yerlestirilmis direk mitokondri hedeflenen siklosporinin
reperflizyon sirasinda yan etkiden ziyade siklofilin D iizerinden kardiyoprotektif
oldugu gosterilmistir. (73) Vazodilator olarak kullanilan nitrogliserinin siklofilin D’yi
inhibe ederek tavsanda IRH’yi engelledigi de gosterilmistir. (74) Bunun yaninda ¢ok
fazla sayida sentetik siklofilin D inhibitdriiniin de tiretimi ve IRH {izerinde etkinligi

arastirilmaktadir.

Mitokondriyal ~ATP  bagimli  potasyum  kanallarinin  (mKATP)
iskemi/reperfiizyon sirasinda aktivasyonu da hiicre 6liimiinii azaltir. mKATP agonisti

nikorandil ve kromakalim bu yolak iizerinden IRH’yi engeller. (75) Mitokondriyal
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solunum kompleksleri normal kosullarda enerji liretimi i¢in en 6nemli yapi tasi iken
reperfiizyon sirasinda oksijen radikallerinin olusumunu hizlandirirlar. Bu sebeple
reperfiizyon sirasinda antagonist ila¢ kullanimi deneysel olarak ROM olusumunu

azaltir.

Hipoksik ortamda bir diger uyarilan faktor ise HUF tur. HUF miktarinin artisi
hem oksijenaz-1 gibi yolaklar1 aktive eder. Hiicresel boyutta antioksidan
mekanizmalar tetiklenir. Deneysel olarak alfa lipoik asitin kompozit dokuya dolasim
saglanmadan verilmesi glutatyon sentezini, aktiflestirilmis E vitamini olusturulmasini

ve HUF aktivasyonunu arttirir. (76)

2.5.2. Diger Yolaklar Uzerinden Gelistirilen Tedavi Modaliteleri

Bazi anti inflamatuvar ve anti-apoptotik yolaklar hiicresel belli bir yolak
tizerinden degil de ¢ok fazla yolak ve etki ile IRH’yi engeller. Direk inflamasyonun
engellenmesi, hiicre adezyonunu engellenmesi, trombosit agregasyonunu
engellenmesi gibi mekanizmalar bunlara ornek gosterilebilir. Ornek olarak

metilprednizolonun IRH’yi engellemesi ¢ok mekanizmali etkinlige 6rnektir.

Antioksidan etkinlige sahip ilaglar ROM olusumu ve onlarin nétralizasyonunu
arttirir, inflamasyonu azaltir, mitokondri kaynakli hiicre o6liimiinii baskilar.
Kandesartan, glutatyon, minosiklin, aldehid dehidrogenaz, N-asetilsistein, melatonin

gibi ajanlar bu sekilde etki eder. (77)

Anjiogenezin artisi ile beraber hipoksinin dokuda olusturacag iskemik hasarin
azaltilmas1 da bir hedef olabilir. Diyabet hastalarinda glukojenik dengenin
saglanmasini saglayan metforminin bunun yaninda anjiogenik etkisi vardir. Bu sebeple
diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinda da belirgin azalma saglar. Anjiotensin
inhibitorii kandesartan antioksidan etkilerinin yani sira matriks metalloproteinaz-2
(MMP-2) ve wvaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEBF) miktarini arttirp
anjiogenezi arttirir. Anjiogenezdeki artis dokuya giden kan miktarini arttiracagindan

oksijenizasyona artar ve iskemik hasar buna bagl olarak azalabilir. (78)

Matriks metalloproteinaz aktivasyonu IRH sirasinda artar. MMP’lerin

ekstraseliiler makriks diizenlenmesi, immiin sistemin regiilasyonu, kan beyin
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bariyerinin stabilizasyonu gibi ¢ok sayida fonksiyonu vardir. Iskemi/reperfiizyon
sirasinda intraseliiler yolaklar1 da etkileyip hasarin artmasina yol agarlar. Reperfiizyon
sirasinda MMP inhibitorlerinin kullanim1 IRH’y1 azaltici etki yapar. Bu inhibitorler
cok sayida yolak tizerinden ¢alistigindan sistemik etkileri de fazladir. Bu sebeple daha

selektif MMP inhibitorlerine ihtiyag¢ vardir.

Hipoksik ortamda ATP azalmasina bagli olarak kalsiyum birikimi artar.
Kalsiyum artisinin diger etkilerinin yani sira NADPH oksidaz enzimini de hiperaktive
eder. Bu enzimin inhibitdrlerinden olan aposinin uygulandiginda antioksidan etkiler
artar, glutatyon sentezi hizlanir ve iskemiye bagl olusacak hipoksik hasarlar azalir.

(79)

2.5.3. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

Hiperbarik oksijen tedavisi (HOT) mekanizmasi tam bilinmemekle beraber
farkli alanlarda kullanilir. Bu alanlardan birisi de IRH’yi engellemektir. HOT
iskeminin baglarinda kullanildiginda dokuya giden oksijen miktarini arttirir,
sirkiilasyon hizlanir ve hipoksik/iskemik hasar azalir. Bu durum perflizyonu arttirir,
anjiogenezi tetikler, nétrofil adezyonunu ve vazokonstriiksiyonu belirgin azaltir. HOT
tedavisi ayrica superoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan ajanlarin aktivasyonunu
arttirir, bliylime faktorii salinimmin tetikler ve sitokin olusumunu diizenler. Is1 sok
proteini denilen anti-apopototik proteinlerin olusumunu arttirir. IRH sirasinda viicudun
direncinde belirgin diisiikliik olup enfeksiyon ihtimali artar. HOT tedavisinin bakterisit
etkinligi bulunur ve enfeksiyonu azaltir. HOT sayesinde reperfiizyon sirasinda

olusacak sistemik etkiler azalir.

2.5.4. Kompozit Dokuyu Koruyucu Yontemler

Iskemi ve sonrasinda buna bagli reperfiizyon hasari alicida ¢ok farkli etki
yapabilmektedir. Alicida sadece rejeksiyon ataklarinin olmasi, komorbit durumlarin
olusmasi, olayin SIYS’e doniislip ardindan mortaliteye doniismesi gibi genis bir
yelpazede sonug goriilebilir. Fazla sayida mekanizma IRH’de aktive olmaktadir ve

bunlara da farkli tedavi modaliteleri gelistirilmistir. Tedavi modalitelerinin yaninda
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koruyucu mekanizmalar da IRH’nin etkinligini azaltabilir. iskemi zamanmin

azaltilmasi hasar1 azaltici en temel manevradir.

Kompozit dokunun taginmasi ve saklanmasi i¢in en temel yontem kompozit
dokunun sogukta saklanmasidir. Sogukta saklama dokunun metabolit hizin1 ortalama
her 10°C’de 2 kat kadar azaltir. Dokularda geri donilisiimsiiz hasarin baglamasi
normotermik kosullarda daha kisa siirerken soguk kosullarda saklamak iskemideki
geri doniisiimsiiz hasar siiresini uzatir. Sogukta tasinma ve saklanma dahi olsa silirenin
12 saatten fazla uzamasi, normotermik kosullardaki gibi geri doniisiimsiiz hasarin
ortaya ¢cikmasina sebep olur. (22) Daha dnceki ¢aligmalarda HLA uyumunun en yiiksek
oldugu kosullarda bile uzamis soguk iskemi rejeksiyonu ve greft kaybini arttirdigi
gosterilmistir. (80) Sogukta saklama sirasinda dokunun metabolit aktivitesi azalir.
Buna bagli oksidatif fosforilasyon yavaslar ve ATP sentezi azalir. Buna bagli olarak
azalan metabolik ihtiyact karsilamak i¢in anaerobik fosforilasyon baslar ve dokuda
laktat diizeyi yiikselir. Buna bagli olarak hiicre hasar1 gelisir ve reperfiizyon sirasinda

16kosit adezyonu ile baglayan immiin yanit olusur. (80)

Dokunun korunmasini saglamak amaciyla farkl soliisyonlarda bekletmek bir
diger yontem olarak kullanilabilir. Wisconsin soliisyonu bu amagcla iiretilmis ve
kompozit dokunun veya solid organin tasinmasi sirasinda koruma amaciyla
kullanilmistir. Dokunun sogukta saklanmasi veya normotermik kosullarda
bekletilmesine gore bu sekilde, belirli metabolitleri igeren bir soliisyonda saklanmasi
fonksiyonel olarak geri doniisii arttirir. 1994 yilinda Strome ve arkadaslari tarafindan
yapilan laringeal transplantasyon modelinde kompozit dokunun iskemi siiresinin 3 saat
olarak belirlendigi ve Wisconsin soliisyonunda bu siirenin 24 saate kadar uzadig

gosterilmistir. (81)

Iskemik &n kosullama ydntemi IRH’yi azaltan metotlardan birisidir.
Ekstremiteyi veya solid organi belirli kisa periyodlarla iskemik birakip daha sonra
reperfiize etmek IRH hasarin1 onleyici etkinlige sahiptir. On kosullama sayesinde
olusacak proinflamatuvar sitokinler ve aktive olacak immiinhiicrelerde bir azalma

goriiliir.
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2.5.5. Extrakorporeal Perfiizyon Sistemi

Yeni bir yontem olarak iskemik zamanin azaltilmasi i¢in ekstrakorporeal
dolastm modelleri gelistirilmistir. Oncelikle 1968 yilinda solid organlarda
kullanilmaya baglayan bu yontem KDT sirasinda 6zellikle ekstremitelerde olusan
IRH’yi azaltmada kullanilabilir.(82) Ekstrakorporeal dolasim sistemlerinde temel
ama¢ dokuya yeterli oksijen ve besin saglamak, olusan metabolitlerin
uzaklagtirilmasini  saglamaktir. Bu sekilde yapilan doku ve organ saklama
yontemlerinde fonksiyonel basar1 daha yiiksektir ve geri doniisiimsiiz hasarlar daha
ge¢ ortaya ¢ikar. Ayni sekilde perfiizyon sirasinda kompozit dokuya antikoagiilan,
antibiyotik veya anti inflamatuvar ajanlarin verilmesi basartyr daha da arttiran

yontemler olarak sayilabilir.

Ekstremite transplantasyon ve replantasyonlarinda en Onemli basari
kriterlerinden bir tanesi olusacak IRH’yi azaltmaktir. Her ne kadar solid organ
transplantasyonlarinda sogukta saklama veya 6zel soliisyonlarda saklama yontemleri
yeterli gelse de ekstremite nakilleri sirasinda dokudaki yogun kas kitlesinden dolay1
iskemik siiregte olusan metabolitler daha fazladir. Kas dokusunun hipoksiye kars1
duyarliliginin da daha fazla oldugu diisiiniildiiglinde bu tiir yiiksek hacimli dokularda,
iskemi sirasinda dokuya oksijen ve besin desteginin saglanmasi ve fizyolojik bir
ekstraseliiler ortam yogunlugunun olusturulmasi1 KDT sonrasinda dokunun yasamsal

acidan daha 1yi sonuglarinin olacagini diisiindjirtiir.

2.6. Bu Calismada Bakilan Parametreler

Bu calismada yukarida belirtilen mekanizmalardan oksidatif stresi aragtirmak
i¢in TAS, TOS, SOD, katalaz, total thiol; inflamatuvar belirtecleri arastirmak igin
TNF-a, NF-Kp ve IL-10; apoptoz diizeyini anlamak icin bcl-2 ve bax; biyokimyasal
belirte¢ olarak Na, K, LDH, CK, myoglobin ve laktat bakildi.
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2.6.1. Oksidatif Hasar I¢in Bakilan Parametreler

2.6.1.1. TAS

Organizmada oksidatif hasarla beraber pek ¢cok yolak aktive olur. Bu yolaklarin
bir kismi antioksidan mekanizmalarla uzaklastirilmaya caligilir. Antioksidan sistemler,
metal iyonlarini gelatlayarak radikal olusumunu 6nleyebilen, radikalleri daha kararli
hale getirebilen, oksidanlari hidrojen kullanarak inaktive edebilen ve oksidatif
hasardan dolay1 yapist bozulmus molekiilleri onarabilen mekanizmalardir. (83)
Antioksidan sistemler hiicre i¢i ve hiicre dis1 kdkenli olabilir. SOD, katalaz, glutatyon
gibi hiicre i¢i elemanlar; C vitamini, karotenler, flavonoidler gibi hiicre dist

antioksidanlar organizmada daima bir denge i¢inde bulunur. (84)

Antioksidanlarin ayr1 ayr1 6l¢imii oldukca gii¢ ve pahali bir yontem olarak
karsimiza c¢ikar. Bu sebeple bu calismada Erel ve arkadaslarinin yontemi kullanild.
Yontemde; renkli ABTS radikalinin (koyu yesil), serumda bulunan antioksidanlar
tarafindan renksiz indirgenmis forma doniisiimii ile TAS miktar1 Olgiiliir. Renkte
degisim 660 nm dalga boyundaki absorbans Olclimiiyle tespit edilir. Analiz bir E
vitamini analogu olan Trolox es degeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan
standart ¢ozelti ile kalibre edilerek Olgiilen antioksidan miktar mM Troloxequiv/L

olarak verilir. (85)

2.6.1.2. TOS

Endojen ve ekzojen oksidatif stres kaynaklarmin tamami oksidan olarak
adlandirilir. Mitokondriyal ETS zincirinin yan iirlinleri, endoplazmik retikulumda
olusan kararsiz yan iriinler, sitozolde enzimatik aktiviteler sonrasinda olusan oksijen
radikalleri, hiicre membraninda bulunan arasidonik asitin metabolizmasi sonrasi
olusan kararsiz lipit peroksitler, immiin hiicrelerin savunma amagli patojenlere karsi
olusturdugu iiriinler, zararli gazlar ve iyonlarin olusturdugu etkiler oksidanlar olarak
sayilabilir. Biitlin bu olusan yan {irtinler siiperoksit iyonlari, hidrojen peroksit, kararsiz
hidroksil iyonlar1 ve kararsiz oksijen molekiilleri olarak siniflandirilabilir ve bunlarin

tamamina ROM denir. (86) (87)
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Bahsedilen tim bu molekiillerin miktar1 sabit degildir ve stirekli degisim
halindedir. Hepsinin tek tek 6l¢iilmesi bir yontem olsa da zaman ve ekonomi agisindan
uygulamasi akillica sayilmaz. Bu sebeple tiim oksidanlarin durumunu yansitan TOS
Olctimii Erel ve arkadaslarn tarafindan gelistirilmistir. Bu kolorimetrik yontemde;
ferrdz iyon-o-dianisidin oksidanlarin tamami ferrik iyona oksitlenir. Ferrik iyon ise
asidik ortamda ksilenol turuncusu ile rekli bir kompleks yapar. Bunun absorbans

miktar1 TOS degeri ile korole sekilde olgiiliir. (88)

2.6.1.3. SOD

Oksidatif hasar sonrast olusan ROM’larin igerisinde siiperoksit radikalleri
genis yer tutar. SOD enzimi tarafindan siiperoksitlerin hidrojen peroksite ¢evrilmesi
antioksidan primer savunma mekanizmasidir. Bu doniisiim yapilmazsa siiperoksitler
diger kararsiz oksidatif iirlinlere doniisii. SOD enzimi primer bir savunma
mekanizmasi oldugundan oksijenli solunum yapan tiim organizmalarda bulunur. SOD
enzimi metal iyonlarma baglidir ve 3 tipi vardir. Sitozolde bulunan CuZnSOD,
mitokondride bulunan MnSOD ve hiicre dist CuZn bagimli SOD olmak iizere
organizmada oksidatif hasar ile her asamada savasirlar. Ekstraseliiler olarak bulunan

tek enzimatik antioksidan SOD enzimidir. (89)

Bu ¢alismada bu sebeple SOD enzimi 6l¢iimii yapildi. Ksantin oksidaz enzimi
WST-1 ile oksijeni reaksiyona sokup formazan boyasi iiretir. Formazan boyasi oksijen
radikallerini boyar. Ortamda bulunan SOD oksijen radikallerini azaltir. Bu sebeple 450
nm dalga boyunda WST-1 yan iiriinii 6l¢timii ile SOD miktar1 gosterilebilir.

2.6.1.4. Katalaz

Primer antioksidan mekanizmalardan sorumludur. ROM’larin olustuktan sonra
suya indirgenmesinde goérev alir. SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksitin suya
doniistimiinii saglayan iki enzimden birisidir (Diger enzim glutatyon peroksidaz).
Diistik hidrojen peroksit diizeylerinde enzimatik aktivitesi az olup bu doniisiim daha
cok glutatyon peroksidazla olurken hidrojen peroksit diizeyi arttik¢a katalaz enzim

aktivitesi artar. (90) Katalaz enzimi hem grubu igerir ve yiizeyinde NADPH molekiilii
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bulunur. Hiicrede dagilimi peroksizomlarin icindedir. Karacigerde yogun olarak

bulunurken diger dokularda miktar1 daha azdir. (91)

2.6.1.5. Total Thiol

Silfidril grubu (-SH) igeren bilesiklere thiol denir. Antioksidan savunma
mekanizmasinda rol oynarlar. Temel olarak siilfidril bulundural yapilar; protein
thioller, sistein, homosistein, glutatyon ve taurindir. Protein thioller 6zellikle plazmada
bulunan, (-SH) grubu igeren, albiimine baglanabilen ve oksidanlarla baglanip onlar1
notralize eden yapilardir. (92) Hiicre i¢inde bulunan glutatyon; mitokondri,
endoplazmik retikulum ve hiicre g¢ekirdeginde bulunan, hiicresel oksidasyon ve
rediiksiyon tepkimelerini diizenleyen bir yapidir. Oksidatif hasar sirasinda glutatyon
artar ROM’larin glutatyonun yapisindaki sisteine baglanip nétralize olmasi ile
antioksidan etki saglanir. Ayrica SOD tarafindan {iretilen hidrojen peroksitin suya
indirgenmesinde rol oynayan peroksidazlar, hidrojen peroksitin yapisindaki kararsiz
bilesikleri glutatyon {izerine aktararak bu enzimatik aktiviteyi saglar. (93) C ve E
vitaminleri glutatyonun ¢alismasi i¢in elzemdir. (94) (95) Taurin ise mekanizmasi tam
bilinmemekle beraber thiol gruplarinin yenilenmesini saglayarak antioksidan etkiye
katki saglar. (96) Total thiol miktar1 bu sebeple antioksidan birgok yapinin tamaminin

miktar1 hakkinda fikir verir.
2.6.2. inflamatuvar Siddeti Ol¢gmek i¢in Bakilan Parametreler

2.6.2.1. TNF-a

Sistemik inflamasyonda rol alan lenfositler, dogal katil hiicreleri, nétrofiller,
mast hiicreleri, endotelyal hiicreler ve makrofajlardan sentezlenen bir sitokindir. Diger
proinflamatuvar sitokinlerin salinmasint uyarir. NF-Kf yolagi araciligiyla

inflamasyonu tetikler ve kaspaz3, kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptozu uyarir. (97)

Doku hasar1 sonrasinda endotel aktivasyonu ile bolgeye goc¢ eden immiin
hiicreler tarafindan sentezlenen ilk inflamatuvar sitokindir. Bu sebeple iskemi
sirasinda da miktar1 artar. Miktarinin artmasi ile diger proinflamatuvar sitokinlerin

sekresyonu artar ve inflamasyonun sistemik etkisi artar.
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2.6.2.2. NF-xB

NF-kB inflamatuvar ve immiin olaylarda aktivitesi artan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Normal kosullarda hiicrede sitoplazmada inaktif bir sekilde durur. Ancak
proinflamatuvar sitokinler, hiicresel hasar, ekzojen uyarilar gibi sebeplerle aktive olup
hiicre ¢ekirdegine gecer. Ozellikle TNF-o uyaris1 sonrasi aktive olur. (98) Aktivasyonu
ile beraber proinflamatuvar sitokin sentezi artar, immiin hiicrelerin aktif hale
donilismesini uyarir. En fazla makrofajlarda bulunur. (99) Alarminler ve PAMP’larin
uyarist ile de makrofajlarda NF-kB yolag1 aktive olur ve ¢ok sayida inflamatuvar

sitokin salinir. Bu durum sistemik inflamasyonu tetikler. (100)

2.6.2.3.1L-10

Immiin sistemde doku hasar1 veya patojenlere kars1 gelisen inflamatuvar yanit
kendini simirlamadigi siirece her zaman biiyiik hasarlara yol agabilir. Bu sebeple
proinflamatuvar sitokinleri baskilayacak, doku hasarini azaltacak anti-inflamatuvar
mekanizmalara ihtiyag vardir. (101) Inflamasyonu engelleyen en 6nemli sitokinlerden
birisi IL-10’dur. Bu sitokin hiicrelerde basta TNF-o sentezi olmak tizere
proinflamatuvar sitokinlerin sentezini engeller. Baglica yardimci T» hiicrelerinden

sentezlenir ve immiin hiicrelerin aktivasyonunu da engeller. (102)

IL-10 reseptorii hiicrede JAK/STAT yolagini baslatir ve daha oOnce de
bahsedildigi gibi bu yolagin aktivasyonu hiicre sagkalimini arttirir. Ayrica IL-10, NF-
KB’nin aktive olmasmi engeller. (103) Ozellikle akut enfeksiyonlar, inflamasyon ve
doku hasarinda lokal ve sistemik etkilenmeleri engellemek i¢in IL-10 miktar artar.

Inflamasyon sonrasinda diizeyi erken donemde degisir.

2.6.3. Apoptoz I¢in Bakilan Parametreler

Bcl-2 protein ailesinde bax, bad, bim, bid, bad gibi proapoptotik, bcl-2, bel-x1,
bcl-x, BAG gibi anti-apoptotik proteinler bulunur.

2.6.3.1. Bax Proteini

Bcl-2 protein ailesinin bir liyesi olan bax proteini pro-apoptotik bir proteindir.

Pro-apoptotik proteinler igerisinde aktivitesi direk apoptozun intrinsik yolagi ile
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baglantili olan proteinlerdendir. BH-3 ve bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinler
tarafindan pro-apoptotik proteinlerin aktivitesi kontrol edilir. Bax proteini apoptotik
dis sinyaller hiicreye ulastiginda aktive olduktan sonra apoptozu baslatan intrinsik
yolaklar1 aktive eder. (104) Mitokondriyal membranda olusan hasara bagli mitokondri
dis membraninda gegirgenligin degismesi de bax proteininin aktivasyonunu saglar.
(105) Bax aktivasyonu ayni zamanda mitokondriyal sitokrom C’nin serbestlesmesini
uyarir. Buna baglh sekilde kaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar. Bax miktarinin artisi

apoptozun belirtecidir. (106)

2.6.3.2. Bcl-2 Proteini

Bcl-2 proteini apoptozda mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde rol alan
temel proteinlerdendir. Proteazlar, p53 reseptdrii, Ras reseptorleri, bax, bad gibi bircok
proteinin miktarini ve dagilimini etkileyerek anti-apoptotik etki gosterir. Ayn1 zamanda
mitokondriyal gegirgenligi inhibe ederek sitokrom c’nin sitozole ¢ikmasini engeller ve
kaspaz aktivasyonlarini inhibe eder. Bu sebeplerden 6tiirli miktarindaki artis apoptoza

kars1 koruyucudur. Bcl-2 miktariin azalip bax miktarinin artisi ise apoptozu gosterir.

(106)

2.6.4. Biyokimyasal Belirtecler

Iskemi-reperfiizyon hasari, kan akimimin durup daha sonra metabolik bir yiikle
beraber geri saglanmasina bagli oldugundan molekiiler olaylarin karmasik bir
etkilesimini temsil eder. Bu karmasik siirec, kreatin kinaz (CK), miyoglobin, laktat,
laktat dehidrojenaz (LDH), Na ve K gibi biyokimyasal belirteclerde, belirginlesen

hiicresel hasar ve islev bozukluguna bagli degisimlere yol acar.

2.6.4.1. Kreatin Kinaz (CK)

Oncelikle kalp ve iskelet kaslar1 gibi yiiksek enerji ihtiyaci olan dokularda
bulunan CK, enerji metabolizmasinda temel bir rol oynar. Iskemik kosullarda, oksijen
eksikligi ATP iiretimini bozarak hiicreleri anaerobik metabolizmaya bagvurmaya zorlar
ve CK'nin islevini tehlikeye atar. Reperfiizyon, oksidatif stresi indiikleyerek hiicre
hasarini agirlastirir ve CK'nin kan dolasimina salinmasina neden olur. Yiiksek serum

CK seviyeleri, hiicresel hasar i¢in 6nemli bir tanisal belirte¢ gérevi goriir ve iskemi-
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reperfiizyon hasarini takiben miyokard enfarktiisii ve kas hasarinin teshisine yardimci
olur. Bu sebeple 6zellikle kas iskemi reperfiizyon modellerinde anlamli olarak miktari

degisir.(107)

2.6.4.2. Myoglobin

Kas hiicrelerinde oksijen depolanmasindan sorumlu olan myoglobin, iskemi
sirasinda doku hasarini takiben kan dolagimina salinir. Hiicresel parcalanma nedeniyle
myoglobin seviyelerinde artis gdzlenir. Reperflizyon sirasinda, saliman myoglobin
oksidatif stres ve inflamasyona katkida bulunarak doku hasarini siddetlendirir. Yiiksek
serum myoglobin seviyeleri kas hasarinin gostergesidir ve CK ile birlikte miyokard
enfarktiisii ve iskemi-reperfiizyon hasarindan kaynaklanan iskelet kasi hasari gibi

durumlarin teshisinde degerlidir. (107)

2.6.4.3. Laktat

Iskemi sirasinda anaerobik solunuma gegis, oksijen kaynag hiicresel taleplerin
gerisinde kaldig i¢in laktat birikimine yol acar. Reperfiizyon aerobik metabolizmanin
yeniden baglamasint saglar, ancak hasarli hiicreler bozulmus mitokondriyal
fonksiyonuna devam ederek kalici laktat birikimine neden olabilir. Yiiksek serum
laktat seviyeleri doku hipoksisini ve iskemi-reperfiizyon hasarinin siddetini yansitarak

hiicresel hasar ve metabolik tehlikeye iligkin bilgiler sunar. (108)

2.6.4.4. Laktat Dehidrojenaz (LDH)

Cesitli dokularda bulunan LDH, iskemi sirasinda hiicresel hasari takiben kan
dolasimina salmir. Hiicresel hasar ve membran bozulmasi nedeniyle LDH
seviyelerinde artis meydana gelir. Reperfiizyon hiicre hasarmni artirarak LDH
saliniminin artisina neden olur. Serum LDH seviyeleri doku hasarinin gdstergesi
olarak gorev yapar ve miyokard enfarktlisii ve iskemi-reperflizyon hasarindan

kaynaklanan kas hasar1 gibi durumlarin teshisinde 6nemli bir rol oynar. (109)

2.6.4.5. Sodyum (Na) ve Potasyum (K)

Sodyum ve potasyum, hiicresel homeostazin ve uygun fizyolojik islevin

stirdiiriilmesi i¢in hayati 6nem tasiyan temel elektrolitlerdir. Bu iyonlarin hiicre i¢i ve
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hiicre dis1 konsantrasyonlar1 arasindaki denge, membran potansiyelinin korunmasi,
hiicre sinyalizasyonu ve osmoregiilasyon dahil olmak iizere cesitli hiicresel siirecleri

korumak i¢in siki bir sekilde diizenlenir.

Iskemi sirasinda, oksijen ve besin eksikligi hiicresel enerji iiretimini tehlikeye
atarak Na"/K" ATPaz pompasi gibi iyon pompalarinin islevinde bozukluklara yol agar.
Enerji tedarikindeki bu kesinti, pompanin Na*'y1 hiicre disina ve K™'y1 hiicre igine aktif
olarak tastyamamasi nedeniyle hiicre i¢i sodyum iyonlarinin birikmesine neden olur.
Sonug olarak, hiicre i¢i sodyum seviyeleri yiikselerek hiicresel 6deme ve irilesmeye,
membran depolarizasyonuna ve hiicre hasari ile iligkili yolaklarin aktivasyonuna

katkida bulunur. (110)

Reperfiizyonun ardindan oksijenin aniden yeniden verilmesi, ROM olusmasi
ve inflamatuvar olaylarin baslamasi yoluyla hiicresel hasar1 siddetlendirir. Kan
akisinin yeniden saglanmasi, hiicrelere hizli bir sodyum iyonu akisini tetikleyerek
hiicre i¢i Na" konsantrasyonlarini daha da yiikseltir. Bu sodyum iyonu akisi, bozulmus
pompa fonksiyonu ve artmig membran gegirgenligi ile birleserek hiicresel 6demi

yogunlastirir ve apoptotik ve nekrotik yollarin baslamasina katkida bulunur.(111)

Tersine, potasyum iyonlari hiicrelerin dinlenme membran potansiyelinin
korunmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Iskemi sirasinda, Na'/K" ATPaz pompasinin
bozulmasi ve hiicre i¢i K™ depolarinin serbest kalmasi nedeniyle hiicre igi potasyum
seviyeleri artar. Iskemiyi takip eden reperfiizyon, potasyum iyonlarinin hiicrelerden
disar1 atilmasiyla sonuglanarak hiicre disi potasyum seviyelerinin yiikselmesine
katkida bulunur. Serumda K seviyesinin artis1 6zellikle kardiyak ve noral hasar basta

olmak tizere sistemik her dokuda hasara yol agar.(108)

Iskemi-reperfiizyon hasar1 sirasinda sodyum ve potasyum
konsantrasyonlarindaki karmasik degisiklikler, hiicresel biitiinliigii ve islevi onemli
Olciide etkileyerek sistemik hasara da sebep olur. Bu sebeple IRH’de bu iyonlarin

degisimi sistemik etkilenmeyi gosterir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi (H.U.T.F.) Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’nun onay1 (toplant1 sayis1 2022/9, dosya kayit no: 2022/58 karar numarasi:
2022/09-03 say1 52338575-130 tarih:25.10.2022) alnarak Hacettepe Universitesi
Fizyoloji Anabilim Dali’nda c¢aligmaya ait deneysel yapilmistir. Calismanin
yiiriitiilmesi amaciyla Hacettepe Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projesi

(B.A.P) Koordinasyon Miudirligii’nden (sayi: THD- 2023-20512) destek alind.

Bu tez calismasinda, Baskent Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Aragtirma Merkezinden alinan Winstar Albino cinsi, 6-8 haftalik 20 adet eriskin (200-
250 g) erkek sigan kullanilmistir. Tez calismasi planlanirken G-power programi
kullanilarak iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi i¢in tek yonlu varyans
analizi kullanarak o = 0,05 anlamlilik ve f = 0,80 gic¢ degeri ile 6rneklem genisligi
hesaplanmis ve istatistiksel degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in gereken en az
hayvan sayis1 her grup icin 7 olarak belirlenmistir. Cerrahi prosediiriin zorlugu ve
anestezi siiresinin uzunluguna bagl olarak her grup i¢in 2 hayvan kayip ihtimali g6z
Oniine alinarak toplam denek sayisi n = 18 belirlenmistir. Hayvan deneylerinde sadece
deney hayvani kullanim sertifikasina sahip olan arastirmacilar gérev almistir. Deney
protokolii ilgili yasal mevzuat ve ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan
yayinlanan “Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim1 ve Kullanim1 Rehberi” (Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, 8th Ed.) belirtilen kurallara gore hazirlanmis ve

calisma boyunca bu kurallara uygun davranilmistir.

Deney hayvanlari laboratuvara geldikten sonra 3 giin alistirma stireci olarak 12
saat gece/12 saat giindiiz dongiisiinde uygun sicaklikla bekletilmistir. Deney sirasinda
yakin monitarizasyon gerektiginden tiim hayvanlar ayni anda laboratuvara
getirtilmemistir. 18 sigan randomize bir sekilde ikiser gruplara boliinmiis ve o sekilde
laboratuvara getirtilip bekletilmistir. Her deney giiniinde 2 deney hayvani i¢in cerrahi
planlanmistir. Uygun laboratuvar yemi ve musluk suyu ile hayvanlarin beslenmeleri
saglanmistir. Deney sirasinda cerrahinin ve sonrasinda elde edilecek sonuglar
etkilenmemesi agisindan deneye katilacak arastirmacilar tarafindan deney hayvanlari

giinliik ziyaret edilmis ve arastirmacilara aligmalar1 saglanmistir.
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3.1. Gruplama

Sogukta saklama yontemleri diisiik hacimli dokularda iyi bir transport yontemi
gibi goriilse de hacim biiylidiik¢e ve buna bagli olarak metabolik ihtiyag arttik¢a yeterli
bir yontem olarak goriilmemektedir. Ex-situ perfiizyon yontemlerinin daha az iskemi-
reperfiizyon hasart olusturdugu bilinmekte ve buna bagli daha az sistemik
inflamatuvar yanit olusturacagi varsayilmaktadir. Bu sebeple 0Ozellikle major
ekstremite yaralanmalari, ¢coklu ekstremite amputasyonlar1 ve transplantasyonlarda
sogukta saklama yoOntemine alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu yontemle
beraber replante/transplante edilen dokunun sagkaliminin artmasi, ameliyat sonrasi
iyilesme siirecinin olumlu etkilenmesi ve uzun donemde fonksiyonel kazanimlarin
arttirllmas1 amaglanmaktadir. Bunu gosterebilmek icin sicanlarda arka ekstremitede
amputasyon modeli olusturulacak ve sogukta saklama ile ekstrakorporeal perfiizyon

modeli kiyaslanacaktir. Bu sebeple 2 ayr1 grup planlanmugtir.

Deney hayvanlari yapilan analizlerle en az 7 hayvan her iki grupta olacak ve 2
deney hayvanlik da kay1ip ihtimaline karsilik olarak 9’ar iki gruba ayrilmistir. 4 deney
hayvani cerrahi sirasinda erken déonemde (iskemi bagladiktan 1 saat sonra) dlmiistiir.
Yapilan otopsilerde hayvanlarin akcigerlerinde beneklenme goriildiigiinden ¢aligmaya
dahil edilmemistir. Daha sonra etik kurul izniyle tekrar 4 hayvan alinmistir. Toplamda
bu deney i¢in 22 deney hayvani kullanilmistir. 1. grupta (Sogukta saklama grubu)
bulunan deney hayvanlarindan 1 tanesi deney sirasinda oldiigiinden toplam 17
hayvanin verisi ile ¢alisma sonuglandirilmistir. Daha sonra istatikseel degerlendirme
icin her grupta 7 hayvan gerekli olacagindan analizler her gruptan secilen rastgele 7

hayvandan yapilmistir.

3.2. Cerrahi Islemler

Deney giinii hayvanlar tartilip 5 mg/kg ksilazin, 90 mg /kg ketamin kokteyli ile
intraperitoneal enjeksiyon yontemiyle anestezi altina alindi. Anestezi derinligi parmak
sikistirma yontemi ile kontrol edilip uygun anestezi derinligi saglaninca cerrahiye
baslandi. Deneyin 6 saat iskemi-1 saat reperfiizyon asamalar1 oldugundan toplamda 7
saatten fazla siirecegi gbz Oniine alinarak deney esnasinda biyik oynatma baslayinca

idame doz olarak intraperitoneal enjeksiyon yontemiyle deneyin ilk yarisinda 2.5
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mg/kg ksilazin ve 50 mg /kg ketamin kokteyli, ikinci yarisinda ise 1 mg/kg ksilazin ve
40 mg/ kg ketamin kokteyli uygulandi. Deney siirecinde bdylece herhangi bir deney

hayvaninin act cekmemesi saglandi. G6zleri pomad ile korundu (Sekil 11).

Sekil 11. Deney hayvanlarinin gozii pomad yardimiyla korundu.

Anestezi ardindan si¢canlarin kuyruk veninden operasyon oncesi 1 cc standart
kanlar1 alindi. Sonrasinda siganlarin alt karin ve bacak bolgesi tiraglanarak batikon
(Paviodine %10) ile sterilize edildi (Sekil 12). Tiim cerrahi boyunca deney hayvaninin
viicut sicakligi rektal prob ile takip edildi, sicak su torbasi ve 1sitict ampiil yardimiyla
termoregiilasyonu saglandi (Sekil 13) (Sekil 14). Viicut sicakligi 33°-36° olacak
sekilde regiilasyon saglandi. Cerrahi tiim basamaklar loupe biiylitme altinda (3x
bliylitme) yapildi. Bistiiri yardimiyla sol bacagin en proksimalinden inguinal
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ligamente paralel bir sekilde 3 cm’lik oblik insizyon ile deri lizerinde kesi olusturuldu.
Kanama kontrolii i¢in cerrahinin tiim asamalarinda unipolar elektrokoter (The Hosty
2000 Loop Tip Cautery) kullanild1 (Sekil 15). Yag dokusu ve fasialar dikkatlice
ayrilarak femoral arter ve ven izole edildi (Sekil 16) (Sekil 17). (Her iki grup icin

anlatilan ilk basamaklar ortaktir).

Sekil 12. Tras edilen sican arka bacagi



Sekil 13. Rektal prob yardimiyla sicaklik kontrolii
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Sekil 14. Termoregiilasyonu saglamak amaciyla sicak 1s1 kaynag ile 1sitilan sigan.
Rektal probun bagli oldugu termometre ile sicaklik kontrol edilebilir.

Sekil 15. Unipolar lup uclu koter.



Sekil 17. Femoral arter ve ven ayr1 ayr1 serbestleniyor.
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3.2.1. Sogukta Saklama Grubu (Grup 1)

Izole edilen femoral arter ve ven inguinal ligamentin {ist kismindan
klemplenerek dolasim sigan sag arka bacaginda durduruldu ve femoral damarlar
haricinde kemik dahil tiim dokular1 igeren transfemoral amputasyon yapildi. Klempin
distalinde kalan amputat su ge¢irmez bir kilifla sarilarak 6 saat buzlu su igerisinde
soguga fiziksel temas etmeden bekletildi (Sekil 18). Deney hayvaninin kalan gévdesi
151 yalitimlhi kopiik yardimiyla ayrilip isitildi. Iskemi basladiktan sonra anestezi
derinligi, solunum hizi, biyik oynatma, parmak sikistirma gibi yoOntemlerle
gbzlemlendi. Biyik oynatma durumlarinda yukarida belirtilen sekilde ek anestezi
dozlar1 yapildi. Iskemi siiresi (6 saat) dolduktan sonra sigana intraperitoneal yolla 2500
IU heparin yapildi. Ardindan ven ve arter iizerindeki klempler ¢ikartildi, ekstremite
reperfiizyonu saglandi. Reperflizyon damar iizerinde milking hareketi ile teyit edildi.
Sican arka bacagi 1 saat boyunca reperfilize olduktan sonra transkiitandz yontemle kalp
tizerinden {izerinden girilip 2 cc kan alindi. Her asamada kanama kontrolii unipolar
koter yardimiyla saglandi. Kanama ve buna bagli komplikasyonlar minimalize edildi.
Deney hayvaninin sivi dengesini koruma amaciyla iskemi siiresinde saatte 3 ml

izotonik NaCl soliisyonu subkiitan enjekte edildi.
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Sekil 18. Amputasyon modeli yapilan sigcan arka bacagi 2 adet buzlu su dolu eldiven
arasinda soguga fiziksel temas etmeden 6 saat iskemik bekletildi. Deney
hayvani tizerindeki cilt ile kapli olmayan cerrahi alanlar nemli spang
yardimiyla kapatilarak 1s1 ve s1vi kayb1 azaltilmaya caligildi.

Kan alimi ardindan torakal bolgeden 2 cm insizyon yapilarak kardiyak
damarlar kesildi ve herhangi bir agr1 gézlenmeden 6tenazi saglandi. Hemen ardindan
sag bacakta gastrokinemius kasi diseke edildi. Gastrokinemius kasinin lateral ve
medial kisimlar1 ayr1 ayri isaretlendi ve hizli donma saglamak amaciyla -80 nitrojen
dolu kapta sok donduruldu. Ardindan deney hayvaninin sol bacagindan da ayni sekilde
gastrokinemius kasi1 diseke edildi. Kasin lateral ve medial baslar1 ayr1 ayr1 -80 derecede
sok donduruldu. Ardindan kalan her iki alt ekstremite histopatolojik inceleme i¢in

formol ile saklanda.
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3.2.2. Ekstrakorporeal Dolasim Grubu (Grup 2)

Izole edilen femoral arter ve ven klemplenerek dolasim durduruldu ve femoral
damarlar haricinde kemik dahil tiim dokulari i¢eren transfemoral amputasyon yapildi.
(Sekil 19) (Sekil 20). Femoral arter ve ven kaniille edildi. Kaniilasyon ardindan 3.0
ipek dikis kullanirak kaniil artere sabitlendi. Klempin distaline yerlestirilen 26 G
kaniille (¢cap 0.6 mm) femoral arter perfiizyon sistemine baglandi, femoral vene
yerlestirilen kaniil araciligi ile sistemde dolasan sivinin geri toplanmasi saglandi.
Deney sirasinda uyaniklik durumu olup kaniilasyonun zarar gérmemesi i¢in kaniil
sabitlendi (Sekil 21). Kaniilasyindan sonra 1000 UI heparin ile femoral arterden
yikama saglanip ardindan perfiizyon sivist baglandi. Amputat osmotik basinci
korumaya yonelik olarak perfadex soliisyonu (Igeriginde, her 1000 ml’de; % Dextran
40 (Mw 40000), 6 mmol K, 0,8 mmol Mg*2, 0,8 mmol H,POs ve H2PO42, 5 mmol
Glikoz bulunur) ile nihai soliisyon basinci 2 ml/dk olacak sekilde kademeli olarak
artiririlarak bu degerde 6 saat perfiizyon saglanacaktir. Perfiizyon sivisina litresine 1
mg sulbaktam ve 0,5 mg ampisilin i¢eren antibiyotik ve 5000 IU heparin de eklendi.
Perfiizyon sivisi subnormotermik sicakliklarda korundu. Bu siire zarfinda anestezi
derinligi, solunum hizi, biyik oynatma, parmak sikistirma gibi yontemlerle
gozlemlenecektir. Thtiya¢c duyulmas: dahilinde yukarida belirtilen dozlarda idame ek
anestezi uygulandi. Iskemi siiresi (6 saat) dolduktan sonra perfiizyon sonlandirildi,
kantiller kapatildi, ven ve arter lizerindeki klempler ¢ikartildi, ekstremite reperfiizyonu
saglandi. Kaniilasyon yapilan femoral arter ve ven iizerindeki damarda olusan
deliklere 11.0 poliamid dikisle (Daylon) siitiir konuldu ve oradan kan sizmasi
engellendi. Reperfiizyon damar lizerinde milking hareketi ile teyit edildi. Sigan arka
bacagi 1 saat boyunca reperfiize olduktan sonra transkiitandz yontemle kalp lizerinden
tizerinden girilip 2 cc kan alindi. Her asamada kanama kontrolii unipolar koter
yardimiyla saglandi. Kanama ve buna bagli komplikasyonlar minimalize edildi. Deney
hayvaninin s1vi dengesini koruma amaciyla iskemi siiresinde saatte 3 ml izotonik NaCl

soliisyonu subkiitan enjekte edildi.



Sekil 20. Arter ardindan ven kaniilasyonu saglanir.
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Sekil 21. Kaniil sabitleyici yardimiyla tutularak herhangi bir mobilizasyona karsilik
onlem alind1.

Kan alimi ardindan torakal bolgeden 2 cm insizyon yapilarak kardiyak
damarlar kesildi ve herhangi bir agr1 gézlenmeden 6tenazi saglandi. Hemen ardindan
sag bacakta gastrokinemius kasi diseke edildi (Sekil 22). Gastrokinemius kasinin
lateral ve medial kisimlar1 ayr1 ayri isaretlendi ve hizli donma saglamak amaciyla
nitrojen dolu kapta sok donduruldu. Ardindan deney hayvaninin sol bacagindan da
ayni sekilde gastrokinemius kasi diseke edildi. Kasin lateral ve medial baslar1 ayr1 ayri
-80 derecede sok donduruldu. Ardindan kalan her iki alt ekstremite histopatolojik

inceleme icin formol ile saklandi.
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Sekil 22. Deney sonunda ampute edilen bacakta gastrokinemius kasi izole ediliyor.

3.2.2.1. Perfadeks Soliisyonu ile Perfiizyon

Ekstremite ve solid organ tranplantasyonlarinda ana problemlerin basinda IRH
gelir. Bu sebeple basta akciger transplantasyonlarinda kullanilan koruyucu
soliisyonlarin basinda Perfadeks (Vitrolife, Goteborg, Sweden) gelir. Perfadeks ytiksek
dextran igeren, potasyum ve magnezyum degerleri diisiik bir soliisyondur. Iceriginde
bulunan glikoz sayesinde minimal bir metabolizma icin enerji kaynagi saglar. (112)
Baz1 ¢aligmalarda ekstremite transplantasyonlarinda denenmis ve basarilt sonuglar
elde edilmistir. Soliisyon modifikasyonlar ile kullanilabilir. (7) Bu ¢calismada perfadeks
soliisyonuna 1.5 gr sulbactam+ampisilin ve 5000 UI heparin eklemesi yapilmistir.

Ayrica perfadeks soliisyonu 2 It/dk’dan oksijenize edilerek kullanilmistir. Perfadeks
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soliisyonu Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi- Tiirkiye Doping Kontrolii

Merkezi’nde bu ¢alisma i¢in tiretilmistir.

Perfiizyon pompas1 olarak Volumat MC Agilia (Fresenius Kabi Else-Kroner-
Strabe, Hamburg, Almanya) inflizyon pompas1 kullanildi (Sekil 23) (Sekil 24). Pompa
deneyin herhangi bir aninda gerek kivrilmasindan gerekse herhangi bir tikanikligindan
kaynakli perflizyonda sorun olustugunda sesli uyar1 verdiginden perflizyon istenilen

siire boyunca aksatilmadan siirdii. Perfiizyon basinci dijital olarak ayarlanabildi.

Sekil 23. Perflizyon pompasi saatte 5 ml’ye kadar diisiik miktarda sivi verebilecegi
gibi saatte 240 ml’ye kadar ¢ikabilir.
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Sekil 24. Ayn1 anda 2 deney hayvani i¢in kurulmus olan cerrahi diizenek. Her hayvan
icin ayr bir perflizyon pompasi kullanilarak 2 hayvan i¢in perfiizyon sivi
miktarlar1 arasinda dengesizlik olusturulmamasi saglanmistir.

Deney hayvani transfemoral ampute edilip femoral arter {izerinden kaniilasyon
saglandiktan sonra perfiizyon pompasi yardimiyla 0.1 ml/dk basingla perfiize edilmeye
baslandi. Her 15 dakikada sirasiyla 0.3 ml/dk, 0.5 ml/dk, Iml/dk ve 2 ml/dk olarak
kademeli bir sekilde perfiizyon basinci arttirildi (Sekil 25). Perfiizyon sivist vene
konulan kaniil araciligiyla, kesilen yapilarin ve kaslarin iizerinden sizma yontemiyle
geri toplandi. Perfiizyon pompasi ve kullanilan sistemde metabolitlere uzaklastiracak
diyaliz cihazi bulunmadigindan kapali sistem dongii olarak degil siirekli perfiizyon

stvisi eklenerek sistem devamliligi saglandi.
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Sekil 25. Deney hayvanlari perflizyon sisteminde subnormotermik kosullarda perfiize
oldu.

3.3. Doku Ornekleri ve Bakilacak Parametreler

Yapilan ¢alismada deney Oncesi alinan kan, deney sonrasi alinan kan ve deney
sonrast alman kas ve cilt dokular1 mevcuttur. Deney sonrasinda yapilacak
histopatolojik incelemeler Hacettepe Universitesi Pediatrik ve Perinatal Patoloji
Béliimiinde yapildi. Diger ELISA ve Western Blot ile yapilacak olan analizler
Hacettepe Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Deney
hayvanlarindan alinan kanlardan bakilacak biyokimyasal parametreler Hacettepe

Universitesi Merkez Laboratuvarinda bakildu.

3.3.1 Protein Homojenizasyonu

Kas dokusu homojenizasyonu i¢in. RIPA buffer kullanildi. Homojenizasyon
islemi sirasinda proteinlerin daha yliksek oranda saflastirilmasi i¢in proteaz inhibitor

kompleksi kullanilmistir.
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3.3.2. Oksidatif Stres Parametreleri

Oksidatif hasar1 belirlemek icin total oksidan, total antioksidan, katalaz,
superoksid dismutaz ve total thiol seviyelerinin ELISA yontemi ile bakilmasi

belirlenmistir.

Oksidatif hasar icin bakilan parametreler cerrahi oncesi alinan kandan ve
cerrahi sonrasi 6tenazi oncesi alinan kandan, amputasyon modeli olusturulan bacaktan
aliman gastrokinemius kas homojenatindan ve karsi saglam bacaktan alinan kas

homojenatindan bakildi.

3.3.2.1. TAS/TOS Olciimii

TAS oOlglim yontemi Ornekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS
katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin

toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmas1 esasina dayanir.

TOS o6l¢iimii ise 6rneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik

iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yonteme dayanir.

Organizma, serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile
miicadele eden kompleks bir antioksidan sisteme sahiptir. Kan, antioksidanlarin biitiin
viicuda taginmasini ve dagitilmasini saglar. Total antioksidan duruma en biiyiik katki
plazmadaki antioksidan molekiillerden gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan
transferin ve seruloplazmin gibi proteinler yaninda serbest radikalleri kapan zincir
kiricr antioksidanlar da bulunmaktadir. Endojen antioksidan molekiiller enzimlerle
beraber askorbik asit, iirik asit, glutatyon gibi molekiillerdir. Bununla beraber
dolasimda ekzojen kaynakli tokoferoller, fenoller ve karotenler gibi bir ¢ok

antioksidan bilesik bulunur. (113)

Bu sebeple total antioksidan durumun o6l¢iimii, antioksidanlarin tek tek
6l¢iimiinden daha degerli bilgiler verebilir. Aynmi sekilde oksidanlarin kanda ROM ve
diger radikaller olarak Ol¢iilmesi zordur. Bu sebeple total oksidan durumunun
dlgiilmesi daha dogru bilgi verir. Iskemik kalan dokularda TAS ve TOS degerlerinin

Olclimii kandan ziyade doku 6rneklerinden de ¢alisilabilir.
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3.3.2.2. Katalaz, SOD ve Total Thiol Ol¢iimii

Oksidatif hasar sonrasinda antioksidan sistem devreye girer. Hiicre i¢inde ilk
defansif mekanizmalardan birisi SOD enzimidir. Bu enzim siiperoksit anyonlarinin
rediiksiyonunda etkilidir. En giiclii antioksidan enzimdir. Ozellikle siiperoksitlerin
lipid metabolizmasi sonrasi olusmasindan 6tiirii lipit metabolizmasindaki antioksidan

etkileri protein metabolizmasina gore daha fazladir.

Katalaz enzimi, SOD enzimine benzer sekilde reakiyon gdsterir. Hiicre
igerisinde peroksizom igerisinde bulunur. Mitokondride bulunan glutatyon peroksidaz

enzimi ile benzer etkinligi vardir.

Thiol grubunda bulunan -SH yapisinin oksidasyon icin afinitesi yiiksektir.
Proteinlerin geri doniisiimsiiz olarak yikimi ile olusan sistein rezidiilerine karsi
proteinlere korumak i¢in oksidatif hasar ve benzeri durumlarda miktar1 artar.

Metabolik stres durumlarinda protein oksidasyonu sebebiyle miktar1 degisir.

Enzimatik olarak katalaz ve SOD aktivitesinin artis1 hiicresel olarak
antioksidan mekanizmasin etkinligini gosterir. Bu calismada bu sebeple antioksidan
etkinligi O6lgmek icin kullanildi. Total thiol miktarinin artist yine antioksidan

mekanizmalarin arttigini gosterdiginden bu ¢aligmada kullanilmastir.

3.3.3. Histopatolojik Parametreler

Her hayvanin ampute edilen bacagindan ve saglikli bacaginda 0.5x0.5x0.2 cm
boyutlarinda kas dokusu alinarak sivi azot (-196 C) igerisine konarak frozen kesitler
icin Ornekler topland1 ve -80 derece sogukta saklandi. Sonrasinda doku Ornekleri
sogutmali mikrotomda kesilerek kesitler elde edildi ve bu kesitler COX boyalariyla

boyanarak mitokondriyal hasar ve apoptoz parametreleri incelendi.

Hayvan bacagindan alinan kas drneklerinden apoptoz markerleri olan bcl-2 ve

bax proteinleri ELISA ydntemiyle incelendi.

Hayvanlarin ampute bacagindan ve saglikli karst bacagindan cilt 6rnekleri
proksimal kisimdan ve distal kisitmdan alindi. Rutin hematoksilen/eozin boyasi ile

boyanarak inflamasyon ve apoptoz agisindan degerlendirildi.
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3.3.3.1. bel-2/bax Olgiimii

Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklar1 vardir. Ekstreinsik yolaklar hiicre
dis1 olusan olaylar sonrasinda hiicreye gelen sinyaller tarafindan koordine edilir.
Instrinsik yolak ise mitokondriyal yolaktir. Bu yolakta temel proteinler bel ailesidir.
Mitokondri membraninda bulunan bcl-2 anti-apoptotik bir proteindir. Membrana
bagimli olmayan bax, bad gibi proteinler ise pro-apopototik proteinlerdir. Hiicresel
olarak bu proteinlerin dengesi apoptozu etkilenir. Organizma stres ile karsi1 karsiya
kaldigindan bax proteini etkisiyle mitokondriyal ge¢irgenlik degisir. Buna bagli olarak

da apoptoz indiiklenir.

Bu calismada bu sebeple bel-2 miktari ile bax miktar1 ELISA yontemiyle

degerlendirilmistir.

3.3.4. Inflamasyon belirtecleri

Bu parametrelerin bakilacagi ornekler, cerrahi 6ncesi ve sonrasi alinan kan
orneklerinden, reperflizyon sonrasi ampute edilen bacaktan ve cerrahi yapilmayan

diger bacaktan alinan gastrokinemius kas homojenatindan bakildi.

Bu orneklerde IL-10 (anti-inflamatuvar), TNF-a ve NF-KB (inflamatuvar)
degerlendirildi. Deney baslarken alinan kandan ve deney sonrasi kalpten alinan ytiksek

hacimdeki kandan biyokimyasal parametrelere bakildi. Biyokimyasal olarak Na, K,
laktat, CK, Myoglobin ve LDH miktarina bakildi.

3.4. Istatiksel Degerlendirme

Tez caligmasinin planlama asamasinda G-power programi kullanilarak
ortalamalar arasindaki farkin anlamlilik testi i¢in tek yonlii varyans analizi kullanarak
a = 0,05 anlamhilik ve B = 0,80 gii¢c degeri ile 6rneklem genisligi hesaplanmis ve
istatistiksel degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in gereken en az hayvan sayisi iki grup
icin n = 14 belirlenmistir. Ardindan cerrahinin zorlugu ve anestezi siiresinin

uzunlugundan &tiirii her gruba 2 deney hayvani daha dahil edilmistir.

Kantitatif verilerin istatistiksel analizi ve grafik ¢izimleri IBM SPSS Statistics

23 programi kullanilarak gerceklestirildi. Veri setlerinin normal dagilip dagilmadiginin
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belirlenmesi amaciyla Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Normal dagilim
gostermedigi belirlenen veriler gruplar arasi karsilagtirmalar igin Mann-Whitney U
testi kullanildi. Tekrarli 6lgiimlerin incelenmesi amaciyla Wilcoxon testi kullanildi.
Tanimlayic1 istatistikler i¢in median, ceyrekler arasi genislik verileri tablolarda

gosterildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Oksidatif Stres Parametreleri

4.1.1. TAS Ol¢iimii

Total antioksidan miktarini belirlemek i¢in hem kan hem de sican arka
bacagindan elde edilen gastrokinemius kasinin medial kismi kullanildi. TAS degeri

ELISA yéntemi kullanilarak mmol Trolox equiv. /L seklinde degerlendirildi.

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
TAS degeri ortalamasi 3.4 mmol Trolox equiv. /L iken, perfiizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde TAS degeri ortalamasi 8.57 mmol Trolox equiv.
/L olarak bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) TAS degeri
6.43 mmol Trolox equiv. /L ve perflizyon sisteminde bekletilen grupta 7.14 mmol
Trolox equiv./L olarak gozlendi. Gruplara bakildiginda kontrol bacaklar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark yokken, iskemi/reperfiizyon modeli yapilan bacakta
TAS degeri perfiizyon sistemi kullanilarak saklanan grupta sogukta saklama grubuna

gore istatiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0.05)
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Grafik 1. Kas homojenatlarinda TAS 6l¢iimii

Kan o6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi dncesinde kalpten
alman kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde TAS degeri sogukta
saklama grubunda 6.33 mmol Trolox equiv. /L, perfiizyon sisteminde bekletilen grupta
5.97 mmol Trolox equiv/L olarak bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda TAS
degeri sogukta saklama grubunda 3.52 mmol Trolox equiv. /L iken perflizyon
grubunda 7.5 mmol Trolox equiv./L olarak bulundu. Perfiizyon sisteminde cerrahi
sonrasinda TAS degerinde perfiizyon sonrasinda kanda TAS degerinde artis gozlense
de istatiksel olarak fark gozlenmedi. Ancak sogukta saklama yapilan grupta TAS
degeri istatiksel olarak anlamli1 sekilde diisiik gézlendi (p<0.05).
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Grafik 2. Kan 6rneklerinde TAS 6l¢iimii

4.1.2. TOS Ol¢iimii

Total oksidan miktarini belirlemek i¢cin hem kan hem de si¢an arka bacagindan
elde edilen gastrokinemius kasinin medial kismi kullamldi. TOS degeri ELISA
yontemi kullanilarak pmol H2Ozequiv/gr seklinde degerlendirildi.

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
TOS degeri ortalamasi 10.14 pmol H20zequiv/gr iken, perfiizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde TOS degeri ortalamast 8.71 pmol
H>0zequiv/gr olarak bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak)
TOS degeri 5.86 umol H>Ozequiv/gr ve perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 6.29
pmol HzOzequiv/gr olarak gozlendi. Hem perfiizyon grubunda hem de sogukta
saklama grubunda iskemi/reperfliizyon modeli yapilan sag bacakta kontrol bacaga gore
TOS degeri daha yiiksektir. Perflizyon sistemi ile saklama yapilan grupta sogukta
saklama grubuna gére TOS degeri daha diistiktii.
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Grafik 3. Kas homojenatlarinda TOS 6l¢iimi

Kan 6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
alman kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde TOS degeri sogukta
saklama grubunda 3.83 pumol HOzequiv/L, perflizyon sisteminde bekletilen grupta
4.33 umol H202equiv/L olarak bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda TOS degeri
sogukta saklama grubunda 8.17 umol H>Ozequiv/L iken perfiizyon grubunda 7.67
umol HzOzequiv/L olarak bulundu. Hem perfiizyon sisteminde hem de sogukta
saklama grubunda TOS miktar1 cerrahi oncesine gore cerrahi sonrasinda daha fazla

artis gostermistir.



63

B Sogukta saklama M Perflizyon sistemi

~
!
0

7.67

3.83
4.33

PREOPERATIF KAN POSTOPERATIF KAN

Grafik 4. Kan 6rneklerinde TOS 6lgiimii

4.1.3. OSI Degeri

Oksidatif stres indeksi (OSI), dl¢limler sonrasinda alinan TOS degerlerinin
TAS degerlerine orani olarak belirlenir. Bu ¢alismada kas ve kan degerleri i¢in OSI

degerleri hesaplanmistir.

Kas orneklerinden olgiilen OSI degeri sag bacakta sogukta saklama grubunda
2.98 iken, perflizyon grubunda 1.02 olarak dl¢iilmiistiir. Kontrol bacakta OSI sogukta
saklama grubunda 0.91 iken, perfiizyon grubunda 0.88 olarak dl¢iilmiistiir. OSI degeri
iskemi reperfiizyon modelinde sogukta saklama grubunda perfiizyon grubuna gore

anlamli olarak yiiksektir.
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Grafik 5. Kas homojenatinda OSI degeri

Kan o6rneklerinden o6lgiilen OSI degeri preoperatif kanlarda sogukta saklama
grubunda 0.61 iken, perfiizyon grubunda 0.73 olarak Ol¢iilmiistiir. Postoperatif
kanlarda OSI sogukta saklama grubunda 2.32 iken, perfiizyon grubunda 1.02 olarak
Olciilmiistiir. OSI degeri iskemi reperfiizyon modelinde sogukta saklama grubunda

perflizyon grubuna gore anlamli olarak yiiksektir.
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Grafik 6. Kan 6rneklerinde OSI 6l¢giimii
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4.1.4. Katalaz Ol¢iimii

Ozellikle lipid peroksidasyonu sonrasinda olusan oksidatif iiriinlere karsi
organizmada katalaz enzim aktivasyonu artar. Bu ¢aligmada katalaz miktar1 ELISA

yontemi ile kas dokusu homojenatinda dl¢iilmiistiir.

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
katalaz degeri ortalamasi 156 U/mg protein iken, perflizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde katalaz degeri ortalamas1 141 U/mg protein
olarak bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) katalaz degeri
139 U/mg protein ve perflizyon sisteminde bekletilen grupta 158 U/mg protein olarak
gozlendi. Gruplar arasinda katalaz degeri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi.
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Grafik 7. Kas homojenatlarinda katalaz dl¢timii

4.1.5. SOD Ol¢iimii

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
SOD degeri ortalamasi 2.49 U/mg protein iken, perfiizyon sistemi kullanilarak yapilan
iskemi/reperfiizyon modelinde SOD degeri ortalamasi 4.32 U/mg protein olarak
bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) SOD degeri 4.11
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U/mg protein ve perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 3.92 U/mg protein olarak
gozlendi. Gruplara bakildiginda kontrol bacaklar arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark yokken, iskemi/reperfiizyon modeli yapilan bacakta SOD degeri perfiizyon
sistemi kullanilarak saklanan grupta sogukta saklama grubuna gore istatiksel olarak

anlamli sekilde yiiksekti (p<0.05) .
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Grafik 8. Kas homojenatlarinda SOD 6l¢iimii

Kan o6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
alan kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde SOD degeri sogukta
saklama grubunda 192 U/mL, perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 188 U/mL olarak
bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda SOD degeri sogukta saklama grubunda
179 U/mL iken perfiizyon grubunda 232 U/mL olarak bulundu. Perfiizyon sistemi
kullanilarak yapilan transplantasyon modelinde sogukta saklama modeline gére SOD

degerinde artig goriildii.
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Grafik 9. Kan 6rneklerinde SOD 6l¢limii

4.1.6. Total Thiol Olciimii

Ozellikle protein yikim iiriinleri tarafindan olusturulan oksidatif iiriinlere kars1
organizmada thiol/siilfidril dengesi degisir. Bu calismada total thiol miktar1 ELISA

yontemi ile kas dokusu homojenatinda ve serumda ol¢tilmiistiir.

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
total thiol degeri ortalamasi 243 iken U/g protein, perfiizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperflizyon modelinde total thiol degeri ortalamas: 302 U/g protein
olarak bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) total thiol
degeri 262 U/g protein ve perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 280 U/g protein
olarak gozlendi. Gruplar arasinda total thiol degeri agisindan istatiksel olarak anlamli
bir fark gozlenmedi ancak perflizyon sisteminde bekletilen grupta total thiol degerleri

daha yiiksekti.
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Grafik 10. Kas homojenatlarinda total thiol dl¢iimii

Kan 6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
aliman kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan orneklerde total thiol degeri
sogukta saklama grubunda 322 U/L, perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 343 U/L
olarak bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda total thiol degeri sogukta saklama
grubunda 201 U/L iken perflizyon grubunda 520 U/L olarak bulundu. Sogukta saklama
grubunda iskemi/reperfiizyon sonunda total thiol degerinde azalma goriildii. Perfiizyon
sistemi kullanilarak yapilan transplantasyon modelinde sogukta saklama modeline

gore total thiol degerinde istatiksel olarak anlamli bir artig gozlendi (p<0.05).
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Grafik 11. Kan 6rneklerinde total thiol 6l¢iimii

4.2. Apoptotik Parametreler

4.2.1. bel-2/bax Olgiimii

Apoptoz stlirecinde pro-apoptotik ve anti-apopototik proteinlerin dengesi
olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada da amputasyon modeli gerceklestirilen sag bacaktan
alinan kas homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon
modelinde bcl-2 degeri ortalamasi 2.46 ng/mg iken, perflizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde bcl-2 degeri ortalamast 2.91 ng/mg olarak
bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) bcl-2 degeri 2.80
ng/mg ve perflizyon sisteminde bekletilen grupta 2.64 ng/mg olarak gozlendi. Gruplar

arasinda bcl-2 degeri acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.
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Grafik 12. Kas homojenatlarinda bcl-2 dl¢limii

Amputasyon modeli gerceklestirilen sag bacaktan alinan kas homojenatinda
sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde bax degeri
ortalamas1  2.50 ng/mg iken, perflizyon sistemi kullanilarak  yapilan
iskemi/reperfiizyon modelinde bax degeri ortalamasi 2.68 ng/mg olarak bulundu.
Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) bax degeri 2.34 ng/mg ve
perflizyon sisteminde bekletilen grupta 2.48 ng/mg olarak gozlendi. Gruplar arasinda

bax degeri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.
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Grafik 13. Kas homojenatlarinda bax dl¢ltimii
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4.3. Histopatolojik Parametreler

4.3.1. Cilt ve Sinire Ait Degisiklikler

6 saatlik iskemi ve 1 saatlik reperfiizyonun ardindan hem sogukta saklama
grubunda hem de perfiizyon sistemi grubunda deney bacagi (sag bacak) ve kontrol
bacak (sol bacak) bacak transfemoral olarak ampute edilip formol ile fikse edildi.

Ardindan proksimal ve distal sira olmak iizere her bacakta 2 ayr1 kesit incelendi.

Toplam 7 saatlik cerrahi sonrasinda hem sogukta saklama grubunda hem de
perflizyon grubunda kontrol bacak ve deney bacaginda hemotoksilen/eozin ile boyama

sonrasinda cilt ve sinir dokuda herhangi bir farklilik gozlenmedi. (Sekil 26)

£
&

Soguk grubu Perflizyon grubu

Sekil 26. Cilt ve cilt alt1 dokuda sogukta saklama grubu ve perfiizyon grubunun
histopatolojik olarak 20x biiyiitmede goriintiisii

4.3.2. Kas Dokusuna Ait Histopatolojik Degisiklikler

Hem sogukta saklama grubunda hem de perfiizyon sistemi grubunda deney
hayvaninin arka bacagindan gastrokinemius kasinin lateral bas1 -196 °C s1v1 azotta ani
dondurulduktan sonra -80 ©°C’de saklandi. Daha sonra alinan Ornekler
Hematoksilen/Eozin ve COX boyamasi yontemleri ile incelendi. Hematoksilen/Eosin
boyali preparatlar lif hasar1 (eozinofilik boyanma /cizgilenme kayb1 /sarkoplazmik
bozulma), rejenere lif, interstisyumda o6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
konjesyon-ekstravazasyon ve fibrozis acisindan; COX boyali preparatlar iri
mitokondri varligi, mitokondriyal dagilimda bozulma (subsarkolemmal dagilim) ve

COX eksikligi (soluk / negatif boyanma) agisindan degerlendirilerek skorlandi.



(0: yok; 1: fokal/hafif; 2: orta; 3: yaygin/siddetli).
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Tablo 4. Dokuda konjesyon, fibrozis, rejenere lif ve cox eksikligi higbir Ornekte
gorilmedi. Diger orneklerde goriilen degisimlerin kag Ornekte ve hangi
skorda goriildiigii tabloda gdsterilmistir.

[98)

Histopatolojik Bulgu | Skor | Sogukta Sogukta Perfiizyon | Perflizyon
Saklama- Saklama- Sistemi- Sistemi-
Sag Sol Sag Sol
Lif Hasan 0 2 2 4 4
1 5 5 3 3
2
3
Doku Odemi 0
1 5 5 2 6
2 2 2 2 1
3 3
Perivaskiiler 0 3 6 4 5
}nﬂamatuvar hiicre 1 3 1 3 5
infiltrasyonu
2 1
3
H/E Boyamada 0 3 4 5 4
mitokondriyal
. 1 1 2
belirginlesme
2 2 1
3 1
COX boyamasinda 0 3 4 2
irilesmis
mitokondriler I 4 4 3 4
2 1
3
COX boyasinda 0 1 3 5 2
subsarkolemmal
mitokondriler I ! 3 2 >
2 5 1
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Rejenere lifler, dokuda fibrozis, interstisyel ekstravazasyon/konjesyon ve cox

eksikligi herhangi bir grupta goriilmemistir.

Kas liflerinde goriilen mikroskobik hasara bakildiginda sogukta saklama
grubunda perfiizyon grubuna gore daha fazla sayida 6rnekte kas lifi hasar1 vardir.

Goriilen kas lifi hasar1 tim 6rneklerde hafif siddettedir.

Dokuda o6demlenme ozellikle perfiizyon sistemi amputasyon modelinde
fazlayken; sogukta saklama grubunda amputasyon modelinde ve her iki grubun

kontrol bacaginda fark goériilmemistir.

Perivaskiiler hiicre infiltrasyonu o0zellikle her iki grupta da amputasyon

modelinde kontrol bacaga gore daha fazla goriilmiistiir.

Hemotoksilen/Eozin boyamasi sonrasinda mitokondriyal belirginlesme
ozellikle sogukta saklama grubunda amputasyon modelinde daha fazla goriiliirken

diger gruplarda bazi 6rneklerde hafif mitokondriyal belirginlesme goriilmiistiir.

COX boyamasi sonrasinda mitokondriyal irilesme 6zellikle sogukta saklama
grubunda amputasyon modelinde daha fazla goriiliirken diger gruplarda bazi

orneklerde hafif goriilmiistiir.

COX boyamasi sonrasinda mitokondrilerin merkezden perifere dogru gog
etmesi (subsarkolemmal yer degisimi) sogukta saklama grubunda amputasyon
modelinde daha fazla goriiliirken, perfiizyon sisteminde amputasyon modelinde sadece

2 ornekte hafif olarak goriilmiistiir.

4.4. inflamatuvar Degisiklikler

Inflamasyonu degerlendirme igin pro-inflamatuvar TNF-ave NF-KB ELISA

yontemi ile goriildii. Anti-inflamatuvar sitokin diizeyi i¢in IL-10 degeri goriildii.

4.4.1. IL-10 Olciimii

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas

homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperflizyon modelinde
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IL-10 degeri ortalamasi 33.4 ng/mg protein iken, perflizyon sistemi kullanilarak
yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde IL-10 degeri ortalamasi 44.4 ng/mg protein
olarak bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) IL-10 degeri
38.7 ng/mg protein ve perflizyon sisteminde bekletilen grupta 37.9 ng/mg protein
olarak gozlendi. Sogukta saklama yontemi ile doku saklama ydnteminde perfiizyon

grubuna gore IL-10 miktar1 daha diisiiktii.
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Grafik 14. Kas homojenatlarinda IL-10 6l¢timii

Kan o6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi dncesinde kalpten
alan kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde IL-10 degeri sogukta
saklama grubunda 43.2 ng/mL perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 43.8 ng/mL
olarak bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda IL-10 degeri sogukta saklama
grubunda 47.1 ng/mL iken perfiizyon grubunda 54.6 ng/mL olarak bulundu. Hem
perfiizyon sisteminde hem de sogukta saklama grubunda IL-10 miktar1 cerrahi
Oncesine gore cerrahi sonrasinda artis gostermistir. Perfiizyon sisteminde anti-
inflamatuvar sitokinlerde artig orant %24.6 iken sogukta saklama yonteminde IL-10
artis1 %9 olarak goriilmiistiir. Bu sonuca bakildiginda IL-10 artis1 perfiizyon sistemi
kullanilarak yapilan saklama yonteminde istatiksel olarak anlamli sekilde sogukta

saklama yontemine gore yiiksektir (p<0.05).
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Grafik 15. Kan 6rneklerinde IL-10 6l¢iimi

4.4.2. TNF-a Olciimii

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
TNF-a degeri ortalamast 32.2 ng/mg iken, perflizyon sistemi kullanilarak yapilan
iskemi/reperflizyon modelinde TNF-a degeri ortalamas: 27.8 ng/mg protein olarak
bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) TNF-a degeri 24.9
ng/mg ve perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 23.2 ng/mg protein olarak gézlendi.
Sogukta saklama yontemi ile doku saklama yonteminde perfiizyon grubuna gore TNF-

o miktari istatiksel anlamli olarak amputasyon modelinde daha yiiksekti. (p<<0.05)
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Grafik 16. Kas homojenatlarinda TNF-a 6l¢limu

Kan ornekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
alinan kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde TNF-a degeri sogukta
saklama grubunda 30.7 ng/mL, perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 31.3 ng/mL
olarak bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda TNF-o degeri sogukta saklama
grubunda 41.8 ng/mL iken perfiizyon grubunda 36.3 ng/mL olarak bulundu. Hem
perflizyon sisteminde hem de sogukta saklama grubunda TNF-o miktar1 cerrahi
Oncesine gore cerrahi sonrasinda artig gostermistir. Perflizyon sisteminde pro-
inflamatuvar bir sitokin olan TNF-a artis oran1 %16 iken sogukta saklama yonteminde
TNF-a artist %36.1 olarak goriilmiistii. Bu sonuca bakildiginda TNF-o artis
perfiizyon sistemi kullanilarak yapilan saklama ydnteminde istatiksel olarak anlamli

sekilde sogukta saklama yontemine gore diistiktiir. (p<0.05)
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Grafik 17. Kan 6rneklerinde TNF-a 6l¢imi

4.4.3. NF-KB Olcumii

Deneyde amputasyon modeli gergeklestirilen sag bacaktan alinan kas
homojenatinda sogukta saklama yontemi ile yapilan iskemi/reperfiizyon modelinde
NF-KP degeri ortalamas1 128 pg/mg iken, perfiizyon sistemi kullanilarak yapilan
iskemi/reperflizyon modelinde NF-Kf3 degeri ortalamas1 111 pg/mg protein olarak
bulundu. Sogukta saklama grubunda kontrol bacakta (Sol bacak) NF-Kf degeri 94
pg/mg ve perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 97 pg/mg protein olarak gozlendi.
Sogukta saklama yontemi ile doku saklama yonteminde perflizyon grubuna gore NF-

K daha yiiksekti.
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Grafik 18. Kas homojenatlarinda NF-Kf3 dl¢timii

Kan ornekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
alinan kandan incelendi. Preoperatif kandan alinan 6rneklerde NF-Kf3 degeri sogukta
saklama grubunda 84 pg/mL, perfiizyon sisteminde bekletilen grupta 88 pg/mL olarak
bulundu. Cerrahi bitiminde alinan kanlarda NF-Kf degeri sogukta saklama grubunda
124 pg/mL iken perfiizyon grubunda 109 pg/mL olarak bulundu. Hem perfiizyon
sisteminde hem de sogukta saklama grubunda NF-Kf miktar1 cerrahi oncesine gore
cerrahi sonrasinda artis gdstermistir. Perfiizyon sisteminde pro-inflamatuvar bir sitokin
olan NF-Kf artis oran1 %23.8 iken sogukta saklama yonteminde NF-Kf3 artis1 %47.6
olarak goriilmistiir. Bu sonuca bakildiginda NF-KP artis1 perfiizyon sistemi
kullanilarak yapilan saklama yonteminde istatiksel olarak anlamli sekilde sogukta

saklama yontemine gore diigiiktiir. (p<0.05)
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Grafik 19. Kan 6rneklerinde NF-Kf3 6l¢timii

4.4.4. Biyokimyasal parametreler

Kan o6rnekleri anesteziden hemen sonra cerrahi baglamadan kuyruk veninden
alinan kandan ve iskemi/reperfiizyon siiresi dolduktan sonra 6tenazi 6ncesinde kalpten
alinan kandan incelendi. Alinan kanlarda Na, K, laktat, CK-Total, Myoglobin ve LDH
ornekleri alindi. Perfiizyon grubunda CK-total degeri 5.7 kat, myoglobin degeri 4.4
kat ve LDH degeri 10.2 kat artmigken, laktat degeri 1.8 U/mL’den, 3.4 U/mL’ye
yiikselmistir. Kan degerleri asagidaki grafikte verilmistir.
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Grafik 20. Perfiizyon sistemi ile korunan amputasyon modelinde biyokimyasal
parametreler



80

Sogukta saklama grubunda kan degerine bakildiginda CK degeri 6.2 kat,
myoglobin degeri 7.3 kat ve LDH degeri 12.9 kat artmisken, laktat degeri 1.7
U/mL’den, 3.8 U/mL’ye yiikselmistir. Kan degerleri asagidaki grafikte verilmistir.
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Grafik 21. Sogukta saklama yontemi ile korunan amputasyon modelinde
biyokimyasal parametreler

Alman kanlarda CK-Total degeri, myoglobin ve LDH degerlerinde artis oldugu
gozlendi. Laktat degerindeki degisimin klinik olarak anlamli oldugu diisiiniildii.
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5. TARTISMA

Solid organ ve kompozit dokularin travma, tiimor veya konjenital sebeplerden
otiirti eksikliginin rekonstriiksiyonda dnceleri bolgesel olarak doku kapama yontemleri
denenmis olsa da mikrocerrahinin gelisimi ile replantasyonlar ve otolog serbest doku
nakilleri glindeme gelmistir. Otolog doku replantasyonu veya serbest flepler her defekt
icin miimkiin olmadigindan veya islevsel olarak yetersiz kaldigindan, eksik olan
dokunun otolog olmayan yontemlerle rekonstriiksiyonunun ihtiyact giderek
artmaktadir. Otolog olmayan yoOntemler arasinda fonksiyonel ve estetik olarak
kazanimlarin en yiiksek oldugu yontem ise allojenik olarak dokunun benzeri ile

transplantasyonudur.

Yapilan KDT sonrasinda erken donemde gelisebilen inflamatuvar hasar, multi
organ yetmezlikleri ve sonrasinda gelisebilen akut ve kronik rejeksiyonlar nakledilen
dokunun kaybma hatta alicinin 6limiine yol agabilmektedir. Akut ve kronik
rejeksiyonu 6nlemek i¢in immiinsupretiflerin kullanimi gerekli hale gelmistir. ilk
olarak steroid ve azatiyoprin kullanilan iki ilag olsa da siklosporinin kesfi bu alanda
yeni bir ¢ag baslatmistir. (2) Bu ilaglarin gelismesinin ardindan rejeksiyon sikligi
azalsa da ilag yan etkilerinin yol actig1 sorunlar giindeme gelmistir. Basta firsatgi
enfeksiyonlar, metabolik dengesizlikler ve maligniteler en sik ortaya ¢ikan yan
etkilerdir. Bu yan etkiler 6zellikle KDT sonrasinda %90lara kadar ¢ikabilmektedir.
(114) Akut ve kronik rejeksiyonu azaltarak bu etkilerden korunmak, cerrahi sonrasi
erken donemde olusabilecek doku hasarini en aza indirgemek ve inflamatuvar yaniti
azaltmak i¢in bir diger korunma yontemi transplantta gelisen iskemi ve sonrasindaki

reperfiizyon hasarini engellemektir.

Iskemi reperfiizyon hasar1 KDT sonrasinda o6nemli doku kaybi
sebeplerindendir. Alinan dokunun iskemi sirasinda yetersiz beslenmesi ve ardindan ani
gelisen reperfiizyonla ¢ok sayida apoptoz yolagi, sitokin salinimi ve koagiilasyon
kaskadinin aktivasyonu gibi mekanizmalar devreye girer. IRH’yi azaltici medikal
tedaviler yapilsa da karmasik mekanizmasindan 6tiiri tamamen tedavi edici bir ajan
bulunmamaktadir. Giiniimiizde en dogru yontem iskemi siiresini azaltmak ve bu sirada

metabolik aktiviteyi sinirlayarak IRH’yi dnlemeye calisict manevralardir. Bu amagla
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en sik kullanilan yontemler nakledilecek dokunun sogukta saklanmasi veya 6zel

icerikli sivilarda saklanmasidir. (1)

Sogukta saklama yontemi giiniimiizde en sik kullanilan doku saklama ve
tasima yontemidir. Kompozit doku veya organ belirli bir soliisyonla yikandiktan sonra
sogutularak hipotermik bir ortam olusturulur. Bu hipoterminin temelde iki amaci
vardir; hiicresel boyutta sogukta kalan yapilarda metabolik aktivite azalir ve hiicresel
inflamasyon, 6dem azalir. Ancak hipotermik ortamda saklama yonteminde dokuya
giden oksijenin ve yeterli besinin kesildigi unutulmamalidir. Ayrica sogukta metabolik
etkinlik azalsa da tamamen sifira inmemektedir. Bu sebeple anaerobik ortam
kosullarina uyacak sekilde hiicrede enerji depolart azalacak ve hiicresel metabolitlerin
birikimi artacaktir. (115) ATP’nin azalmasiyla hiicresel boyutta kalsiyum ytiikselecek
ve baz1 yikici enzimlerin aktivasyonu artacaktir. Biitiin bunlar hiicrede az da olsa lizis
ve 0demi arttirir. Bununla birlikte olusan hiicresel metabolitler reperflizyon esnasinda
baz1 yolaklar1 aktive ederek IRH’yi tetikleyecektir. Bu nedenle sogukta saklama
yontemi de IRH’yi Onleyici yeterli bir mekanizma olmayip ekstrakorporeal dolasim

modellerinin ihtiyaci giindeme gelmistir.

Ilk ekstrakorporeal dolasim modeli denemeleri 1935 yilinda Carrel ve
Lindbergh tarafindan abdominal organlarin oksijenize serum ile normotermik
kosullarda perfiize edilmesiyle baslatilmistir. (116) Ardindan 1967 yilinda klinik
olarak ilk defa perfiize edilmis solid organ nakli Starzl tarafindan yapilmistir. (117) Bu
perflizyon deneylerinde kardiyovaskiiler cerrahide kullanilan ekstrakorporeal dolagim
pompalar1 kullanilmis, transplantasyona 6zel cihazlar kullanilmamistir. Bu perfiizyon
sistemleri altinda da organin veya kompozit dokunun perfiizyonu ile devamli bir
oksijen dokuya saglanmig olur. Buna bagl olarak hiicresel enerji ihtiyaci azalir ve
olusan metabolitlerin birikmesi engellenmis olur. Bdylece olugsacak IRH engellenmis

olur

Makine perflizyon sistemleri insanda rutin kullanima girdiginde ilk sonuglar
2010 yilinda Guarrera tarafindan yaymlanmistir. (118) Karaciger nakillerinde
normotermik kosullarda perflizyon sistemlerinin kullanilmasi erken donemde organ
kaybmmi azalttigini ve biyokimyasal parametreleri daha hizli diizelttigini

gostermislerdir. (118) Daha sonra ayni ekip tarafindan subnormotermik ve hipotermik
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degerlerde de benzer sonuglar oldugu gosterilmistir. (119) 2016 yilinda Oxford
Universitesi tarafindan “OrganOx Metra®” perfiizyon cihazi i¢in faz 1 c¢alismalari
yapilmis ve solid organlarda perfiizyon i¢in klinik kullanima bir cihaz sunulmustur.
(120) Ardindan Kanada’da yeni bir perflizyon cihazi ile benzer sonuglar elde
edilmistir. (121) Ingiltere’de gelistirilen “Organ Care System® ” cihazi yine bu amagla
klinik kullanima girmistir. (122) Bu cihazlar solid organ transplantasyonlarinda klinik
kullanima girmis ve nakillerin bagsarisini arttirdigi gosterilmistir. Ancak bu cihazlarin
heniiz ekstremite nakillerinde klinik uygunlugu denenmemistir ve bu alanda halen
ancak deneysel calismalar yapilmaktadir. Bu sebeple ¢aligmamizda deneysel bir
modelde ekstremite iskemisi olusturup ekstrakorporeal dolagim sisteminin etkinligini

incelemeyi amacladik.

Uzuv nakillerinde ekstrakorporeal dolasimin kullanilmasi, 6zellikle uzamis
iskemi siiresi yonetimi agisindan, sogukta saklama yontemlerine gore biiyiik avantajlar
saglar. Ozer ve arkadaslar1 ekstrakorporeal dolasim sistemiyle korunmus
ekstremitelerde, perflizyonun oksijen ve birtakim metabolitleri icermesi sebebiyle
hiicresel hasar1 sogukta saklamaya gore daha az yaptigindan bahsetmistir. (1) Bir
baska calismada domuz ekstremite amputasyon modelinde 6zellikle kas gibi hacmi ve
metabolizmasi1 yiiksek dokularda sogukta saklama yonteminin doku yasamsallig
acisindan yeterli olmadigindan, bu dokularin ekstrakorporeal sistemlerle saklanmasi
gerektiginden bahsedilmistir. (2) Bu calismalarda agiklandigi {izere ekstrakorporeal
dolasim modeli, hiicresel biitlinliiglin ve islevselligin korunmasini saglayarak uzun
stireli iskeminin ekstremitelerde zararli etkilerini sogukta saklama ydntemine gore
azaltmaktadir. Bu bilgilerden yola cikarak biz de sogukta saklama yontemi ile
ekstrakorporeal dolasim modelini ekstremitede IRH olusturarak erken doénemde

olusan oksidatif hasar, inflamasyon ve apoptoz acisindan birbirleri ile kiyasladik.

Daha 6nce yapilan perflizyon deneylerinde farkli soliisyonlar igeren modeller
denenmistir. Bu soliisyonlarin temel amaci kompozit dokunun yasamsalliginin
korunmasi, elektrolit ve besin dengesinin diizenlenmesi, hiicre 6liimiiniin azaltilmasi
ve dokunun 6demlenmesinin engellenmesi olarak siralanabilir. (7) Soliisyonlardan bir
kismu farkli canli tiirlerinden (sican, domuz, insan vs.) elde edilen hiicresel yapilar

igerir. (1) Ancak daha onceki ¢alismalarda hiicresel yap1 iceren soliisyonlarin immiin
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yanit1 tetikleyip dokunun sagkalimina negatif etkiler yaptigi gosterilmistir. (123)
Bununla beraber kan hiicreleri iceren soliisyonlarin saklanmasi ve taginmasi aseliiler
soliisyonlara gore daha maliyetlidir. Aseliiler sivilar igerisinde Ozellikle osmotik
diizenleyici maddeler iceren soliisyonlar doku tasima ve saklama konusunda daha
basarilidir.(124) Bu amacgla dekstran siklikla kullanilmigtir. Bir diger osmotik
diizenleyici olan mannitol, Haberal ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada diger
aseliiler sivilara karst daha basarili oldugu gosterilmistir ancak dekstran igeren
soliisyonlara karsi basaris1 heniiz gdsterilmemistir.(125) Bu sebeple bu g¢alismada
osmotik diizenleyici bir soliisyon tercih edilmistir Aseliiler yapilar igeren soliisyonlar
igerisinde endotel biitlinliigiinii koruyan, 16kosit adezyonunu diizenleyen ve damar igi
plazma hacmini koruyan en 6nemli yapi tas1 dekstrandir. (124) Haug ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada dekstran igeren soliisyonlarin diger soliisyonlara gore IRH’yi
azaltici etkisinin daha yiiksek oldugu, kas hasarinin daha az oldugu ve mikrodolasimin
daha az etkilendigi gosterilmistir. (124) Bu ¢calismada da bu bilgiler géz 6niine alinarak
inflamasyonu ve buna bagli olusan degisimleri gézlemlemek i¢in dextran igeren

perfadeks soliisyonu secilmistir.

Literatiire bakildiginda ekstrakorporeal dolasim modeli kullanilan ¢alismalarda
perfiizyon sivisi se¢ciminden bagimsiz olarak perfiizyon sivisimin sicakligi da
smiflandirilmistir. Hipotermik perfiizyon 0-12° C, mid-termik degerler 13-24° C,
subnormotermik degerler 25-34° C, normotermik degerler 35-38° C olarak
siniflanabilir. Daha 6nceki yapilan calismalarda bu sicaklik degerlerinin hepsinin
sogukta saklama yontemlerine gore iistiinliigii gdsterilmistir. (126) Bununla beraber
Ozer ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada subnormotermik sicaklikta yapilan
ekstrakorporeal perflizyon sonrasinda IRH’yi azaltic1 etkilerin oldugu, kas hasarinin
daha az oldugu ve transplantasyon sonrasinda fonksiyonel geri doniislerin ytliksek
oldugu gosterilmistir. (108) Subnormotermik kosullarda dekstran iceren reomakrodeks
kullanimt ile yapilan perfiizyon modelinde dokuda olusan 6dem ve agirlik artis1 da
azalmaktadir. Bu durum iskemi siiresi arttik¢a azalmaktadir. (127). Ancak dekstran
iceren c¢ozeltilerin birbirine stiinliikkleri 1ile 1ilgili iskemi/reperfiizyon modeli

caligmalarina ait bir kanit yoktur.
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Bizim c¢aligmamizda amputasyon sonrasinda replantasyon modeli
olusturularak standart sogukta saklama ydntemi ile ekstrakorporeal perfiizyon
modelini kiyasladik. Perflizyon sivisi olarak dekstran igeren, 6zellikle potasyum degeri
diisiik, transplantasyon deney c¢alismalarinda etkinligi gdosterilmis ve akciger
transplantasyonlarinda klinik kullanim1 olan perfadeks soliisyonunu igerisine
antibiyotik, antikoagiilan ekleyerek ve oksijenize ederek kullandik. Perfiizyon
sistemini subnormotermik kosullarda koruduk. Calismada 6zellikle oksidatif hasari,
hiicre oliimiinii ve inflamatuvar stiregleri irdeledik. Belirte¢lerin hem amputasyon
yapilan bacaklarda hem de kontrol bacaklarda bakilmasiyla iskemi ve ardindan gelen
reperfiizyon siirecinin kasta olusturdugu lokal etkileri ve kandan alinan 6rneklerde

bakilan belirteclerle de sistemik etkilerini gostermeyi amagladik.

Daha onceki yapilan g¢aligmalara bakildiginda literatiirde ekstrakorporeal
dolasim modeli kullanilarak yapilan iskemi/reperfiizyon hasar1t modellerinde oksidatif
hasar ile ilgili yeterli ¢alisma yoktur. Bu sebeple organizmaya ait oksidan/antioksidan
sistemlerin dengesini bu ¢aligmada farkli parametrelere bakarak inceledik. Ghiselli ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢calismada organizmada bulunan antioksidanlarin ayr1 ayri
Ol¢iimii yerine total antioksidan 6l¢iimii yapmanin antioksidan miktarini belirlemede
daha iyi oldugu gosterilmistir. (128) Bu sebeple bu calismada TAS ve TOS degerleri
Olciimii  yapilmistir. Sonuglarimiza gore total antioksidan miktarinin perfiizyon
sistemleri kullanildiginda arttigi ve total oksidan miktarinin perflizyon sistemi
kullanilan gruplarda diistiigli goriilmiistiir. Bu bulgular daha 6nce IRH yapilan ve
reperfiizyona karsi savunma mekanizmalar1 kullanilan ¢alismalara benzer sonuglar
vermigstir. Erer ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada IRH modeli olusturulmus ve
ilioprost ile IRH koruyucu tedavi yapildiginda TAS miktarinin IRH grubuna gore daha
yiiksek seviyede oldugunu bildirmistir. Yine ayni ¢aligmada tedavi verilen grupta TOS
miktarinin anlamh derecede diistiigii gézlenmistir. (129) Bir bagka ¢alismada sigan
arka bacagi IRH modelinde de TAS miktarinin tedavi verilen bacakta arttig1 ve IRH
grubunda kontrol grubuna gore diistiigli gézlenmistir. Ayni sekilde o caligmada da
TOS miktar1 tedavi verilen grupta diismiistiir. (130) Bu calismalara gore oksidatif
hasar1 azaltici herhangi bir tedavi uygulandiginda TAS ve TOS degerleri belirgin
olarak degisir. Bu bulgudan yola ¢ikarak bizim sonu¢larimiza bakildiginda sican arka

bacagi amputasyon modelinde, ampute edilen bacagin perfadeks soliisyonu ile perfiize



86

edilmesinin sogukta saklama grubuna gore oksidatif hasara daha az yol actigi
sOylenebilir. Daha 6nceki ekstremite IRH modellerinde ekstrakorporeal dolagim
modeli kullaninminin oksidatif etkileri iizerine herhangi bir ¢alisma yoktur ve bu

caligsma literatiirde bu konuyu irdeleyen ilk ¢alismadir.

Antioksidan bir enzim olan SOD ve antioksidan bir takim enzimde bulunan
total thiol miktarina bakildiginda; perfiizyon sisteminde, sogukta saklama sistemine
gore kanda ve kas dokusunda her ikisinin yiikseldigi gozlenmistir. Katalaz miktarina
bakildiginda kas 6rneklerinde perfiizyon sistemi ve sogukta saklama grubu arasinda
anlamli bir fark goriilmemistir. Bu sonuglara bakildiginda IRH modelinde antioksidan
enzim aktivitesinin perfiizyon sisteminde sogukta saklamaya gore daha fazla aktivite
gosterdigi soylenebilir. Ekstremite iizerine yapilan IRH modellerinde oksidatif hasari
gosteren enzimatik aktivitelere daha once bakilmamistir. Bir ¢alismada testikiiler
torsiyon modeli kullanilarak yapilan IRH modelinde SOD miktarin ve total thiol
miktarinin sadece detorsiyon cerrahisi yapilan modele gore cerrahi+ek reperfiizyonu
arttiric1 tedaviler verildiginde arttigr gozlenmistir. (131) Total thiol miktarinin sican
arka bacak IRH modelinde arastirildigi bir calismada, antioksidan tedavi verilen grupta
total thiol miktarinin IRH grubuna gore anlamli arttig1 gozlenmistir. (132) Bir bagka
calismada ise oksidatif sistemin “knock out” yapildigi bir deney modelinde de SOD
miktarinin benzer sekilde antioksidan tedavilerle arttigi ve katalaz miktarinin
degismedigi gozlenmistir. (133) Ancak bunun aksine katalaz miktarinin antioksidan
tedavilerle arttifin1 gosteren calismalar da mevcuttur. (134) Bahsedilen ¢alismada
katalaz miktarinin artmasi i¢in genetik olarak ekspresyonun artmasi gerektigi ve
miktarima besinci giin bakildigindan bahsedilmistir. Katalaz miktar1 6zellikle
karacigerde ¢ok yiiksek iken kalp kas1 gibi dokularda miktari oldukg¢a azdir ve artisinin
gbzlenmesi i¢in oksidan etkinin daha ge¢ donemlerinde bakilmasi gerekebilir. (135)
Bizim sonuglarimiza gore katalaz miktarinin degismemesinin sebebi; kas dokusunda
katalaz miktarinin daha az olmasindan dolay1r yeterli miktarda degisimin
gbzlenememesi veya ¢alismamizda IRH nin erken donem etkilerinin gbzlenmesinden
otiirii yeterli siirenin gegmemesi olabilir. Sonug olarak perfilizyon sisteminde saklanan
amputatlarda antioksidan enzim artis1 ve antioksidan miktar1 sogukla saklama

yontemine gore daha yiiksek goriilmektedir.
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6 saatlik iskemi ve ardindan 1 saatlik reperfiizyon sonunda kas homojenatindan
alman orneklerde perfiizyon grubu ve sogukta saklama grubu arasinda apoptozu
gosteren bel-2 ve bax proteinleri agisindan anlamli bir degisim gozlenmedi. Bununla
beraber hematoksilen/eozin boyamasinda da apoptoz veya nekroza yonelik bulgu
saptanmadi.  Knight ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada hiicre Oliimiiniin
goriildiigli zamanin iskeminin ardindan 24 saatlik reperfiizyondan sonra
gorildiigiinden bahsedilmistir. (136) Bir baska calismada deney hayvanlarinda
iskemiye daha duyarli olan beyin dokusunda bile bcl-2, bax ve diger apoptotik
parametlerin  degisiminin  12-48 saatlik reperflizyonun ardindan basladig
gosterilmistir. (137) Ozer ve arkadaslarinin domuz kullanarak yaptig1 bir ¢alismada
deneysel IRH modelinde apoptozun 24 saatlik iskemi ve 12 saatlik reperfiizyon
sonrasinda goriilebildigi belirtilmistir. (108) Bizim c¢aligmamizda da reperflizyon
sonrasinda birinci saatte deney hayvanlari sakrifiye edilip 6rnekler alinarak akut etkiler
incelendiginden sigan arka bacagindaki kas veya diger dokularda hiicre 6liimiine dair

bir bulguya rastlanmada.

Histopatolojik degisikliklere bakildiginda 6 saatlik iskemi ve 1 saatlik
reperfiizyon sonrasinda 6zellikle mitokondriyal irilesme, mitokondriyal belirginlesme
ve subsarkolemmal yer degistirmenin sogukta saklama grubuna gore perfadeks ile
perfiize edilen sican arka bacaginda daha az oldugu goriilmiistiir. Kueckelhaus ve
arkadaglarinin yapti1 bir calismada perfadeks soliisyonu ile perfiize edilen grupta
sogukta saklama grubuna gore kas lifi hasarinin daha az oldugu ve mitokondriyal
belirginlesmenin daha az oldugu gosterilmistir. (2) Bu bulgular bizim ¢aligmamizda
elde ettigimiz verileri desteklemektedir. Iskemi/reperfiizyon hasarinin hiicresel
boyutta ilk bulgusu mitokondriyal hasarlanmanin baslamasidir. Doku ve organizma
diizeyinde hasar1 géormek i¢in daha uzun reperfiizyon siiresi gerekir. Bu siire farkli
deney modellerinde degiskenlik gostermekle beraber reperflizyonun 3-8. saatleri

arasinda baglar. (2) (115) (136)

Subsarkolemmal mitokondriler hiicre ylizeyinde bulunan ve 6zellikle hiicre
sinyallerinde rol alan mitokondri alt tipiyken intermyofibriller mitokondriler oksidatif
solunumu fazla yaparak kas fonksiyonunda etki gdosterirler. (138) Bir ¢alismada

subsarkolemmal yerlesimli mitokondrilerin siiperoksit anyonlarinin fazla bulundugu
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ortamda arttig1 gosterilmistir. (139) Daha Onceki ¢aligmalarda IRH modellerinde
mitokondriyal yer degisim ile ilgili herhangi bir veri yoktur. Bu ¢alismada perfiizyon
sistemi kullanilan IRH modelinde sogukta saklama modeline gore mitokondriyal
irilesme ve subsarkolemmal dagilimin daha az oldugu goriilmiistiir. Mitokondriyal
bozulma perfiizyon sistemi ile saklanan grupta sogukta saklama grubuna gore daha

azdir. Bu da perflizyonun iskemik hasara daha az yol a¢tigin1 gosterir.

Calismamizda anti-inflamatuvar bir sitokin olan IL-10 miktar1 kas ve kan
orneklerinde perfiizyon sistemlerinde sogukta saklama grubuna gore daha yiiksek
goriildii. Daha Once yapilan bir ¢alismada IL-10 miktarinin laminektomi yapilan
sicanlarda yiikseldigi, fibrozis engelleyici ajanlarin verildigi grupta ise inflamasyonun
azaldign ve IL-10 miktarinmn artigi gdzlenmistir. (140) Oztiirk ve arkadaslarmin
yaptig1 bir IRH modelinde 6 saatlik iskemi ve 1 saatlik reperfiiz uygulanan testis
modelinde IL-10 tedavisi alan grupta belirgin bir inflamasyonda azalma, histopatolojik
iyilesme ve oksidan miktarinin azaldigir gézlenmistir. (141) Bir baska ¢alismada ise
IL-10 ekspresyonu durdurulan farelerde yapilan IRH modelinde inflamasyonun IL-10
sentezleyebilen farelere gore fazla oldugu ve doku hasarmin arttigi gosterilmistir.
(142) Bu calismalar goéz oniine alindiginda IL-10 miktariin artisinin inflamatuvari

baskilayict ve doku hasarini azaltici etkisi oldugu sdylenebilir.

IRH modeli yapilan bu deneyde proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a ve NF-
KB) miktart hem kas homojenatinda hem de kanda perfiizyon sisteminde sogukta
saklama grubuna gore daha diisliktii. Daha oOnce yapilan bir ¢alismada TNF-a
miktariin laminektomi yapilan siganlarda yiikseldigi, fibrozis engelleyici ajanlarin
verildigi grupta ise inflamasyonun azaldigi ve TNF-o miktarinin da azaldigi
gozlenmistir. (140) Bir baska calismada platelat aktivasyonunu 6nleyen salvianolik
asitin kullanima ile 6 saatlik iskemi ve 24 saatlik reperfiizyon yapilan sigan arka bacagi
IRH modelinde IL-8, ICAM-1, TNF-a, IL-1B, CK ve NF-kB miktarlarinin hem kanda
hem de dokuda tedavi verilmeyen gruba gore belirgin azaldig1 gosterilmistir. (143)
Ozellikle alt eksremite IRH sonrasinda akcigerlerde hasar ve inflamatuvar hiicre
birikimi belirgin artar. Bunun mekanizmasinda en 6nemli sitokinlerden birisi TNF-a
olarak diisiiniilmektedir. (144) Xue ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada sican arka

bacagi IRH modelinde anti-inflamatuvar ajan kullanilan deneklerde IL-1, IL-6, TNF-
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a, ve NF-kB gen ekspresyonun azaldigi gosterilmistir. Buna bagli olarak hem lokal
hem de sistemik etkiler diizelmis, akciger hasar1 ve akcigerde inflamatuvar hiicre
birikimi azalmistir.  (144) Bizim sonuglarimiz bu sonuglar1 desteklemektedir.
Perflizyon sistemi ile saklanan amputatlarda sogukta saklamaya gore belirgin pro-
inflamatuvar sitokinlerde azalma goriiliir. Bu etki sistemik olarak da inflamasyon

miktarini azaltarak sistemik yan etkileri ve organ hasarini azaltir.

Cerrahi baslamadan hemen Once alinan kanlar ve Otenazi Oncesi alinan kan
orneklerinden biyokimyasal parametreler incelendiginde perflizyon grubunda doku
hasarmi gosteren CK, laktat, myoglobin ve LDH degerlerinin sogukta saklama
grubuna gore artisinin daha az oldugu goriildii. Daha 6nceki ¢aligmalarda sicanlarda
ektremite IRH  modelinde  biyokimyasal  parametreler  yeteri  kadar
degerlendirilememistir. Yassin ve arkadaslarinin yaptigr bir caligmada iskemi
sonrasinda reperfiizyonla biyokimyasal parametrelerin bozuldugu ve bu bozulmanin
reperfiizyon siiresi arttik¢a 3 saate kadar devam ettigi gosterilmistir. (145) Bir baska
calismada domuzlarda yapilan ekstremite amputasyonunda perflizyon ve sogukta
saklama modelleri kiyaslanmis, her iki grupta asidozun gelistigi ancak iki grup
arasinda asidoz agisindan anlamli bir farkin olmadig1, myoglobin ve K degerlerinin ise
sogukta saklama grubunda perfiizyon grubuna gore daha fazla artis gosterdigi
belirtilmistir. (2) Bizim calismamizda sigan modellerinde biyokimyasal parametrelerin
artisin daha fazla olmasinin sebebi, sigan metabolizmasinin daha hizli olmasi olabilir.
Bizim verilerimize gore kas yikim parametreleri sogukta saklama grubunda perfiizyon
sistemine gore daha fazla artis gostermistir. Ancak bu konuda daha fazla ¢alismaya

thtiyag vardir.

Iskemi/Reperfiizyon hasari dzellikle yiiksek hacimli kas igeren alt ekstremite
replantasyonlar1 ve kompozit doku transplantasyonlarinda basarisizligin en 6nemli
sebebidir. Bu tiir nakil cerrahileri sonrasinda IRH sik goriiliir ve tedavi sonuglari
oldukca yetersizdir. (146) Bu sebepten 6tiirii nakledilen organ yasasa bile fonksiyonel
olarak yetersiz bir sonug goriilebilir. Ozellikle alt ekstremite transplantasyonlari veya
kombine KDT sonrasinda olusan IRH lokal olarak kasi etkilemekle beraber sistemik
inflamatuvar yanit1 tetikleyip multi organ yetmezligine gotiirebilir. (3) (145) Sistemik

etkilerin mekanizmas1 olduk¢a karisik olsa da o6zellikle reperfiizyonun erken
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doneminde olusan hiicresel diizeyde enerji metabolizmasinda bozukluk, inflamatuvar
sitokinlerin ve hiicrelerin etkileri, reaktif oksijen molekiillerinin etkileri ile ortaya
cikan oksidatif siire¢ ve sonrasinda olusan apoptoz ve nekroz yolaklariin aktivasyonu
gibi cok fazla yolak bu olayda etkilidir. Daha 6nceki yapilan amputasyon modellerinde
ozellikle ekstrakorporeal dolasimin sogukta saklama grubuna gore ustiinliigii farkli
acilardan bildirilmistir. (1) Ancak daha Once yapilan ekstrakorporeal dolagim
modellerinde IRH’nin patogenezine yonelik yeterli veri yoktur. Bu sebeple bizim
calismamizda ekstrakorporeal dolasim modeli kullanilarak olusturulan IRH modelinde
erken donemde olusan oksidatif hasar, inflamatuvar siire¢ler ve histopatolojik
bulgular1 beraber inceleyerek patogenezi ortaya koymay1 da amagladik. Bulgularimiza
bakildiginda ekstrakorporeal dolasim modelinin kullanilmasi sicanlarda oksidatif
hasar1 ve inflamatuvar siiregleri azaltmaktadir. Bu durum goz 6niine alindiginda
yiiksek kas hacimli dokularin replantasyonu veya KDT sirasinda iskemik kalan
amputatin ekstrakorporeal dolagim sisteminde saklanmasi uzun dénemde olusacak

organ hasarini ve SIYS’1 engelleyerek bu cerrahilerin basarisini arttirabilir.
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6. SONUC

Literatiirdeki major ekstremite replantasyonu ve transplantasyonu sonuglarinin
parmak amputasyonlarindan ve solid organ transplantasyonlarindan daha basarisiz
sonuclar1 olmasinin temel sebebi hem kas kitlesinin daha fazla olmasi hem de sogukta
saklama siiresinin uzamasi sebebiyle ekstremitede olusan akut iskemi-reperfiizyon
hasariin daha fazla sistemik inflamatuvar yanit olusturmasidir. Olusan bu
inflamatuvar yanit sonrasinda nakledilen ekstremite kaybedilebilmekte hatta hasta
Olumleri goriilebilmektedir. Bu sebeple inflamatuvar yanitt azaltmak igin
ekstrakorporeal dolasim modelleri giindeme gelmistir. Bu calisma; ekstrakorporeal
dolagim modeli kullanarak inflamatuvar degisimleri, oksidatif hasar1 ve histopatolojik
parametreleri birbiri ile iliskili olarak ayni1 anda irdeleyen ve bunu rutinde kullanilan

sogukta saklama sistemi ile karsilastiran literatiirdeki ilk ¢aligmadir.

Deney sonucunda elde ettigimiz verilere bakildiginda ampute edilen
ekstremitenin ekstrakorporeal dolasim sistemleri sayesinde saklanmasi sogukta
saklama sistemine gore inflamatuvar yaniti daha az olusturmakta, oksidatif hasari
azaltmaktadir. Biyokimyasal olarak kas yikim {iriinlerinin olusumu ve sistemik
metabolik ylik sogukta saklama sisteminde perfiizyon sistemine gore daha fazla
artmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarinin erken dénem sonuglari bu ¢alismanin temel

amaci oldugundan hiicre 6liimii ve nekroz acisindan bir degerlendirme yapilamamugtir.

Bu modeller daha biiyiik hayvan tiirlerinde denenmeli ve sonrasinda insan
caligmalarinda major ekstremite replantasyonlari/transplantasyonlar1 veya coklu
ekstremite nakillerinde kullanima girmelidir. Bu uygulamanin nakil sonrasinda alicida
daha az hasara yol acip ekstremite kaybi oranlarini azaltacagimi ve sistemik
etkilenmeyi daha az olusturacagini diisiiniiyoruz. Bununla beraber ekstrakorporeal
dolasim sistemleri/cihazlar1 solid organ transplantasyonlarinda rutin kullanima girmis
olup ekstremite perfiizyonu i¢in halen buna wuygun bir sistem rutinde
kullanilamamaktadir. Bu ¢alismanin ve benzer ¢alismalarin sonuglarindan yola ¢ikarak
bdyle bir cihazin liretiminin ve klinik rutin kullaniminin kompozit doku nakillerinin
ve major ekstremite replantasyonlarinin hem sagkalimimi hem de fonksiyonel

kazanimlarini arttiracagini diigiiniiyoruz.
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