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OZET _

Heterotopik trakeal allograflar ratlann batinlarina omen-
topeksi ile implante edildi. Bir gruba siklosporin 15 mg/kg,
diger gruba siklosporin 15 mg/kg + metilprednizolon 2 mg/kg
intraperitoneal olarak 15 giin boyunca uygulandi. Onbeg gin
sonra sakrifiye edilen ratlarda 1gik mikroskobunda trakeal
epitelin canlilik derecesi skorlandi ve epitel kalinliklan 6lgdlda.
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daki trakeal epitel hiicrelerinin canliik derecesi, epitel kalinh{ tifice, Ul Structur g&w@gﬁmwﬁgﬁ% acheal
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gruplanina (p=0,039) gére daha yiiksek oranda tespit edildi.
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GiRIS

Solunum epitelinin canliidinin korunmasi akciger trans-
plantasyonunda ve gelistirilecek hava yolu suni greftlerinin
epitelizasyonunda klinik onem tagimaktadir (1). Solunum
epitelinin canliigimin korunmasinda neovaskilarizasyonun
saglanmasi ve doku rejeksiyonunun énlenmesi 6nemli etken-
lerdendir (2,3). Epitel canlihginin korunmasinda omentumun
anastomoz bdlgesi iizerine gepecevre sarimasi olan omen-
topeksi uygulanmasi basta gelen segeneklerdendir (4,5,6,7).
Torasik cerrahide bronkoplevral fistiil ve 6zofageal perforasyon
tamirinde, bronsial giidiiklerin ve hava yolu anastomozlarinin
korunmasinda,  postrezeksiyonal enfekte  bosluklarin

n : Trakeal transplantasyon yapilan alici sayisi.

tedavisinde ve gogiis duvan defektlerinin rekonstriiksiyonlarin- Tablo 1 : Deneysel dizayn

da kullaniimaktadir (8). Doku rejeksiyonunun onlenmesinde ' 5 ,
kullanilan  farmakolojik ajanlar  dzellikle kortikosteroidler, Ratlann ortalama agirhg 260 gr (210 - 300 gr) olarak tespit
epitelizasyonun korunmasinda negatif etki gosterebilmektedir edildi. Galismada ratlar igin modifiye edilen omentopeksi ile
(3). Tasarlanan rat heterotopik trakeal allogreft transplan- yapilan heterotopik trakeal transplant modeli gergekle§t|r|_ld|
tasyon modeli ile epitel caniliginin korunmasi ve immuno- (9). Toplam 10 adet SD ratinin gikanlan trakeal segmentleri 4
supresyon arasindaki iligki kalitatif ve kantitatif olarak igik adet SD ve 16 adet WA cinsi ratlann omentumlanina implante
mikroskopisi dlgiimleri ile ve ultrastrilktiirel hasar elektron edildi. Ratlar deneysel gruba randomize olarak segildiler.

mikroskopisi ile irdelendi (9). Deneysel dizayn Tablo 1.'de sunulmustur. ‘
SD ratlan, yiiksek doz intraperitoneal thiopental sodyum ile
GEREC VE YONTEM sakrifiye edildi. Servikal bolge tragi ve dezenfeksiyonu sonrasi
Calgmada farkhi genetik yapida olan 14 adet Spraque - steril olarak trakea eksplore edildi ve 1 cm'lik bir segment
Dowley(SD) ve 16 adet Wistar Albino(WA) cinsi rat kullanild. eksize edildi. Bu segment 2 ayn aliciya implante edilmek dzere
2 esit pargaya bolindi ve % 0.09'luk steril izotonik soldis-
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Resim 1 : Isik mikroskobunda grade 0 olarak trakeal epitelin grilmeme-
si (H.E.,x40).

inhibisyonu gerceklestirmeden 3 mg/kg ketamin ile anestezi
uygulandi. Batin bdlgesi trasi ve dezenfeksiyonu sonrasi
prosedir steril olarak gerceklestirildi. Profilaktik antibiotik
uygulamasi yapiimadi. Rata median laparotomi insizyonu
uygulanarak periton bogluguna ulasildi. Verici rattan cikarilan
ve 2 egit pargaya boliinen trakeanin bir pargasi omentuma 6/0
polipropilen absorbe olmayan siitiir ile fikse edildi. Daha sonra
ayni siitir ile kontini olarak omentumla tamamen kaplanacak
sekilde trakeal implant sanldi ve tekrar periton bogluguna yer-
lestirildi. Birinci ve 2. gruplar kontrol gruplan olmasi nedeniyle
imminsupresyon uygulanmadi. Ugiinci grup sadece sik-
losporin alan gruptu. Bu gruba castor yaginda seyreltilmis sik-
losporinden 15 mg/kg subkutan olarak ameliyattan hemen
sonra baglandi ve hayvanin yasatildigi 15 giin boyunca her giin
uyguland:. Dordiincii gruptaki ratlara da siklosporin dozu aynen
uygulandi. Buna ek olarak, steril su ile 2 mg/ml oraninda
seyreltilen metilprednizolondan 2 mg/kg/giin dozunda subku-
tan olarak verildi. Metilprednizolona da siklosporinle beraber
operasyondan hemen sonra baslandi ve 15 giin boyunca
devam edildi. Trakeal implantasyon yapilan ratlar 15 giin sonra
subkutan yiiksek doz thiopental sodyum ile sakrifiye edildi.
Daha sonra trakeal implant,  sanldigi omentumla birlikte
¢ikanldi. Gikanlan materyallerden doku 6rnekleri alindi. Alinan
ornekler rutin doku takip islemlerinden gegirildikten sonra
parafin bloklara gdmiildii. Bu bloklardan elde edilen 0,4um
kalinliktaki kesitler hematoksilen - eosin (H.E.) ile boyand ve
1tk mikroskobunda incelendi. Ratlarda normal trakea epiteli sil-
iall kolumnar epiteldir (9,10). Kartilaj izerindeki epitelin
niteligine ve yeni geligen bu epitelin kalinigina gére epitel can-
lihgr degerlendirildi. Bu derecelendirmeye gore; epitel
segilemiyorsa grade 0 (Resim 1), tek sira belirsiz epitel varsa
grade |, bir veya iki sira epitel varsa grade 2, siliasiz kolumnar
epitel varsa grade 3, siliali kolumnar epitel varsa grade 4
(Resim 2) olarak skorlandi. Epitel kalinhigi, x 40 biiyiitme
alaninda 1 kare=12,5 um olarak 6lciim yapmaya elverili,
bolmeli okuler lens ile dlgiildi. Elektron mikroskobik inceleme
icin alinan ornekler 6nce % 2,5k Milloning fosfat tamponlu
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Resim 2 : Igik mikroskobunda grade 4 cok katl siliali kuboid epitel
(H.E.,x40).

glutaraldehit ve sonra %1'lik osmium tetraoksit ile fikse edildi.
Dehitratasyonu takiben Epon 812 ile bloklandi. Kesitler, uranil-
asetat ve Reynold'un kurgun sitrat boyasi ile boyandiktan sonra
Zeiss-EM-9 elektron mikroskobu ile incelendi. Epitelial kalin-
ik degerlerinin istatistiki degerlendirmesi 4 grubun birbiriyle
ve 1,3,4. gruplann birbiriyle kargilagtinimasi Kruskal - Wallis
(Nonparametrik ANOVA) testi, 3 ve 4. grubun kendi arasinda
kargilagtinimast Mann - Whitney U testi (Bagimsiz gruplarda
non parametrik t testi) kullamilarak gerceklestirildi.

BULGULAR

Siklosporin A + metilprednizolon uygulanan gruptan bir
denek yaygin intraabdominal enfeksiyon sonucu oldii.
Sakrifikasyon sonrasi gene ayni gruptan bir denekte de abdo-
minal kavitede enfeksiyon saptandi. Isik mikroskobunda ince-
lenen materyallerde trakeal epitel alanlannin gogunlugunu olug-
turan epitel derecesine gore degerlendirildi. Buna gére tiim

Tablo 2 : Gruplara gore epitelyal canliik skorlamasi

Tablo 3 : Gruplarin epitelial kalinlik ortalamalan




Resim 3 : Grade 2 epitelyal hiicrelerin elektron mikroskobik goriinimd.
Epitelyal hiicre araliklarinin geniglemesi gérilliyor(+). Dig membranlannda
izlenen desmozomlann bozulmasi dikkati gekmektedir ( ). Apikal balim-
lerinde seyrek olarak dig membranlann gikintlan gozienmektedir (3).
Kaba kromatinli niive (N) ve sitoplazmik yapilar (St) izlenmektedir (X5000)

gruplarda en sik rastlanan epitel dereceleri Grade 0, 2 ve 4
olarak belirlendi. Denek gruplanna gore trakeal epitel skorla-
masi Tablo Ilte gdsterilmigtir. Bu bulgular sonucunda belirgin
olarak en yiiksek epitel canlilik derecesi, siklosporin A ile
immiinsupresyon uygulanan Ill. grupta rastiand. Siklosporin
A+ metilprednizolonla kombine immiinsupresyon uygulanan
gruptaki epitel canliik derecesi I. kontrol grubundan daha
diigiik bulundu. En dusiik dereceye ise beklendigi iizere Il. kon-
trol grubunda rastlandi.

Epitel kalinlik 6l¢iim sonuglan da epitel canlilik dereceleriyle
dogru orantili bulundu. Burada da en yiksek epitel kalinlk
degerleri ll. grupta tespit edildi. Denek gruplannin epitel kalin-
lik ortalamalari Tablo llI'te sunulmustur.

Dort grubun birbiriyle kargilagtinimasi sonucunda X =
8,382 ve p= 0,039 degerleri ile anlamh bir sonug elde
edilmigtir. lkinci grup diganda birakilarak 1,3 ve 4. grup arasin-
da 6nemli bir farklilik bulunmamugtir (p = 0,170). Ugiincii ve 4.
grup kendi arasinda kargilastinidiinda ise aradaki fark onem-
lidir (z = 2,124 p = 0,034).

Elektron Mikroskobik Bulgular: Isik mikroskobunda Grade
2 ve 4 durumundaki trakeal epitelyal hiicreler elektron
mikroskobunda ultrastrilktire! olarak incelendi. Grade 2 duru-
munda olan epitelyal hiicreler ultrastriiktiirel olarak birbirinden
ok ayrintili olarak izlendiler. Hicre araliklarnnda ddem dikkati
cekti ve buna bagh olarak hiicre kontaktiann (desmozomlarin)
bozulmasi gozlemlendi. Epitelyal hiicrelerin dig membranlarin-
da gikintilar goriilmemekteydi, sadece apikal bdlimlerde gok
seyrek olarak izlendi. Niikleuslar kaba kromatinli, sitoplazmada
flamentler ve diger organeller tespit edildi (Resim 3). Grade 4
epitelyal hiicrelerin apikal bdlimlerinde ¢ok miktarda
mikrovillisler ve silialar gdzlendi. Sitoplazmada mitokondrilerin
sistigi, sayica arttigi, endoplazmik retikulumun genisledigi

Resim 4 : Grade 4 epitelyal hiicrelerin elektron mikroskobik gérinima.
Epitelyal hiicreler sik bagl olarak izlenmektedir. Desmozomlann (),
Mitokondrilerin (M) ve diger organellerin geligmesi dikkati gekmektedir.
Dizensiz niikleuslar (N), geniglemis endoplazmik retikulum (Er) goriliiyor.
Apikal bélimde (Lum) limene dodru epitelyal hicrelerin mikrovillisleri
izlenmekte (44). (X15.000)

Resim 5 : Grade 4 durumunda olan epitelyal hiicrelerde mikrovillislerin
ve silialann elektron mikroskopisi. Mikrovillisler (L) ve silialar (44)
gorillmektedir. Sitoplazmada ince flamenlerin ve yuvarlak vezikiillerin
gelismesi gozlenmekte (+). Trakea limeni(T). (X100.000)

dikkati gekti. Epitelyal hiicreler birbiriyle dig membranlar vasi-
tasiyla siki bir sekilde baglydilar. Hiicre kontaktlan (desmo- -
zomlar) bozulmamigti. Nikleuslanin aktivitesini gdsteren ince
kromatin, dig membranlanin invajinasyonlan gozlenmekteydi
(Resim 4 ). Bilyilk bilyitmede mikrovillisler ve silialar daha
aynntili gdriindi. Sitoplazmik gikintilann apikal ve bazal bolim-
lerinde geligmis vezikilller ve flamentler izlenmekteydi (Resim
5). Elektron mikroskopik incelemelerin sonucunda Grade 4
trakeal epitel hiicrelerinde nikleuslann ince kromatini, sitop-
lazmik organellerin sayica artigi, mikrovilluslarn igindeki fibril-
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lerin ve vezikiillerin gelismesi bu hiicrelerin aktivitesini gdster-
mektedir. Grade 2 trakeal epitel hiicrelerinde ise ultrastriik-
tirel bozukluklar, ©dem, organellerin ve mikrovilliislerin
gelismemesi, kaba kromatinli niikleuslar bize gére bu
hiicrelerin aktivitesinin azaldigini gdstermektedir.

TARTISMA

Cartier ve arkadaglan omentumdan salinan anjiogenik
potansiyel lipid yapisinda bir maddenin varligini ortaya koy-
muglardir (10). Bu da omentopeksi sonrasi neovaskiilarizas-
yon mekanizmasini agiklamaktadir. Lima ve arkadaglannin yap-
tigr bir caligmada transplant bronsunun omental pedikiillii flep

ile revaskiilarize oldugu gésterilmistir (2). Aynica yapilan galig-

malarda omentopeksi uygulanan anastomozlarin 4 giin iginde,
omentopeksi uygulanmayan anastomozlann ise 12 - 30 giin
icinde revaskiilarize oldugu bildiriimektedir (7,11). Albes ve
arkadaslan tavsanlarda trakeal otogreftleri batinda omentuma
ve cilt altina implante etmigler, bazik fibroblast biiyiime fak-
toriiyle birlikte omentuma implante edilen greftlerin 1sik ve elek-
tron mikroskobu incelemelerinde kontrol grubuna gore epitel
canliiginda belirgin bir fark oldugunu belitmiglerdir (12).
Benzer bir galisma da Toronto transplantasyon grubu tarafin-
dan yapiimig ve bazik fibroblast biyime faktoriiyle birlikte
omentopeksi yapilan grupta, sadece omentopeksi yapilana
gore daha yiksek oranda trakeal epitel canliigi gormislerdir
(13).

Caligmamizda rat omentumuna implante edilen hetero-
topik trakeal allogreftlerin canliifim aragtirmak amaciyla
implante edilen trakea epitelinin kalitatif ve kantitatif 6l¢imleri
yapildi. Yapilan dlciimlere gore, rejeksiyon sonucunda hetero-
topik trakeal greft epitelinde canliigin bozuldugu tespit edil-
di. Aynca uygulanan imminsupresyon rejiminin epitel reje-
nerasyonundaki onemi goriildi.

Calismamizda yiiksek doz siklosporin A uygulanan olgular-
daki trakeal canliigin, siklosporin A + metilprednizolon uygu-
lanan ve immunosupresyon uygulanmayan gruba gére daha
ylksek oranda oldugunu gérdiik. Bu grupta trakeal epitel kalin-
liginin diger gruplara gére daha fazla oldugu ve ultrastriktiirel
morfolojinin korundugu tespit edildi. Davreux ve
arkadaslannin  calimasinda ise rat omentumuna omen-
topeksi ile implante edilen heterotopik trakeal allogreftierde,
siklosporin A + metilprednizolon kombinasyon grubunda
trakeal epitel canhlik derecesi ve kalinhginin daha yiiksek
oranda goriildugi bildirilmistir (9). Buna karsin, Goldberg ve
arkadaglan, kopek allotransplantasyonu sonrasi uygulanan
imminsupresyonda siklosporin A ile azatioprin + metilpredni-
zolonu kargilagtirmiglar ve metilprednizolon eklenen gruptaki
brongial aynima kuvvetini diger gruba gore daha az oldugunu
tespit etmiglerdir. Ayrica anastomoz bdlgesinin elektron
mikroskobik incelemelerinde de siklosporin verilen grupta
digerine gore kollajen lif kalinh@ ve yogunlugunun daha az
oldugunu gormaslerdir (3). Galigmamizda da sadece sik-
losporin A ile immiinsupresyon uygulanan gruplardaki elek-
tron mikroskobik incelemelerde trakeal epitel hiicrelerin normal
morfolojisini ve fonksiyonlarini korudugunu, buna karsilik sik-
losporin A + metilprednizolon kombinasyonunda ve kontrol
gruplannda hiicre morfolojisi ve aktivitesinin daha az korun-
dugu tespit edilmistir. Akciger transplantasyonu sonrasi
immunosupresyonda kortikosteroid kullaniminin solunum yolu
epiteli tizerine yapabilecegdi olumsuz etkiler klinik olarak deger-
lendirilmelidir. Bu sonuglara gdre akciger transplantasyonunda
trakeal veya bronsial anastomozda uygulanan omentopeksinin
onemi bir kez daha vurgulanmig, aynca immiinsupresyon
tedavisine kortikosteroid eklenmesinin anastomoz bélgesin-
deki epitelizasyona olumsuz etkilerinin gz dniinde tutulmasi
gerektigi kanisina vanimistir.
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