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TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda yapici ve bilimsel elestirilerini esirgemeyen, plastik cerrah olma
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Saym Dog. Dr. Kemalettin YILDIZ’a, degerli hocalarim Sayin Prof. Dr. Ethem GUNEREN’e,
Sayin Prof. Dr. Selma SONMEZ ERGUN’e, Sayin Yrd. Dog. Dr. Osman KELAMETOGLU na,
sonsuz tesekurlerlerimi ve saygilarimi sunarim. Birlikte ¢alistigim ve higbir zaman yardim ve
desteklerini esirgemeyen cok sevgili arastirma gorevlisi arkadaslarim Ars. Gor. Dr. Turan
MEHDIZADE, Ars. Gor. Dr. Mustafa UNAL, Ars. Gor. Dr. Mustafa EKREM GULES, Ars. Gér.
Dr. Tugba DULGEROGLU, Ars. Gor. Dr. Ufuk DURGUN,Ars. Gor. Dr.Ali Yeniocak ve
BVUTF Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Klinigi hemsire ve personeline tesekkiirii borg bilirim.
Deney laboratuarinin veterineri Mert CELIK, Onder beye tesekkiir ederim. Biokimya Anabilim
Dali Ogretim gorevlisi Eray METIN GULER-e tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Hayatim boyunca yetismem igin higbir fedakarliktan kaginmayan degerli anne ve babama,
cok sevdigim kardesim Tural’a ve esime, hayatimdaki biitiin iyi 6gretmenlere sonsuz tesekkiir ve

sevgilerimi sunarim.
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OZET

Serbest doku nakillerinde vazospazm flep perfizyonunu bozan, nekroza neden ola-
bilecek onemli bir sorundur. Vazospazmi ¢6zmek igin pek cok cerrahi teknik ve ilag
kullanilmigtir. Bu ¢alismadaki amacimiz magnezyum siilfati hem damar i¢i hem de damar Gzerine

uygulayarak flep perfizyonunu degerlendirmektir.

40 adet Sprague Dawley sigan 4 gruba ayrildi. Tiim deneklere kasik flebi planlandi.
Pedikiile traksiyon uygulamasi yapilarak vazospazm gergeklestirildi. Femoral arter transeksiyonu
ve anastomozu yapildi. 1. grup i¢in damar tizerine serum fizyolojik, 2. grupta damar Gzerine %10
magnezyum sulfat, 3. grupta intraarteriyal olarak %10 magnezyum silfat, 4. grupta hem
intraarteriyal hem de damar iizerine %10 magnezyum siilfat uygulandi. Lazer doppler flowmetre
ile vazospazm Oncesi, esnasinda, sonrasinda ve 7. giin sakrifikasyon oncesinde doku perfiizyonu
Olglildii. Alinan doku biyopsisi oOrneklerinde EGF, VEGF, MMP-2, MMP-9, HIF-1 alfa,
Cyclophilin-A, TAS, TOS, OSI degerlerine bakild.

Anastomoz sonrast ve 7. gin patensi degerlendirildi. 4. grupta flep perflizyonu,
anjiogenez belirtegleri degerlerinin anlamli derecede yiiksek oldugu, iskemi-reperfiizyon hasari
ile apoptoz degerlerinin ise anlamli derecede diisiik oldugu (p<0,005) saptandi. Gruplar arasinda

anastomoz patensi agisindan fark gézlenmedi.

Bu ¢alismada magnezyum sulfatin hem flep damar icine hem de anastomoz hatti {izerine
uygulanmasiyla ve diger uygulamalara oranla vazospazmin daha etkin sekilde diizeldigi ve flep
perflzyonu olumlu yonde degistirdigi gozlendi. Bu sonuglara gore bu tedavi modelinin klinik ve

deneysel serbest doku nakilleri ¢aligmalarinda kullanilabilecegi kanatine varildi.



SUMMARY

Vasospasm in free tissue transfers is a serious problem that can cause necrosis, which
impairs flap perfusion.A lot of surgical techniques and medications were used to resolve
vasospasm. In this study, our aim is to evaluate the flap perfusion by applying magnesium sulfate

both into intravenous and intravenous

40 sprague dawley rats were divided into 4 groups.Groin flap was planned for all
experimental rats.\VVasospasm has been carried out by pedicle traction. Femoral artery transection
and anastomosis are performed. Normal saline was applied on the vessel of group 1, 10%
magnesium sulphate in the 2nd group, Intraarterial 10% magnesium sulphate in the 3nd group,
10% magnesium sulphate on vessel and intraarterial in the 4™ group respectively. Tissue
perfusion was measured by laser doppler flowmeter (LDF) before, during, and following
vasospasm before sacrification on 7 -, The degrees of EGF, VEGF, MMP-2, MMP-9, HIF-1

alpha, cyclophilin-A, TAS and TOS were monitored in samples of tissue.

Following anastomosis, patency was evaluated on 7"".day In group 4, flap perfusion and
angiogenesis markers were found to be significantly higher, while ischemia-reperfusion injury
and apoptosis were found to be significantly lower (p<0,005). There was no difference in terms

of anastomotic patency among the groups.

In this study,with the application of Magnesium sulfate bothinto intra-arterial and onto
the anastomosis, it was observed that vasospasm improved more effectively compared to
others.According to these results,it was concluded that this treatment model can us this treatment

model can be used for clinical and experimental free tissue transfer studies.



GIRIS

Mikrocerrahi, rekonstriiktif cerrahinin vazge¢ilmez pargasidir. Damar anastomozlarinin
yapilmasi ile hem ampute uzuv pargalarina replantasyon yapilabilmekte, hem de tedavisi zor ve
komplike doku defektlerinin onarimi miimkiin olamaktadir. Ameliyat basarilarini arttirmak igin
daha iyi mikroskoplar, daha hassas cerrahi aletler ve dikisler gelistirilmistir. Mikrocerrahi egitimi
i¢in bir¢ok yerde hayvan laboratuvarlari kurulmustur ve mikrocerrahi kurslar1 diizenlenmistir.
Aym zamanda damar anastomoz tekniklerinde ve damar anastomozu bdlgelerinde
histomorfolojik olarak calismalar yapilmistir.>® Bu gelismelere ragmen hala istenilen sonuca

tam olarak ulagilamamustir.

Anastomoz yapilan damarlarda olusan tikaniklik, replante edilmis uzvun ya da defekt
onarimi igin yapilan serbest dokunun tamamen kaybedilmesine yol agmaktadir.® Farkli
anastomoz teknikleri ile akimlar karsilastirilmis ancak cerrahi teknikler arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir.>® Yine de literatiirde dikis teknikleri arasinda en iyi sonucun aralikli basit dikis
teknigi ile alindig1 bildirilen yaymlar bulunmaktadir.” Farkli dikis materyallerinin anastomoz
sonras! tikaniklik oranina etkileri arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir.® Anastomoz sirasinda
ve sonrasi takip ile ilgili farkli farmokolojik ajanlar denenmis olup; daha ¢ok lokal sempatik
etkiyi ortadan kaldiran ve tromboz olusmasini engelleyen ajanlar ile anlamli basar

saglanmgtir. #1011

Giiniimiizde rekonstriiktif cerrahide serbest doku nakli dnemli bir yer tutmaktadir. Serbest doku
nakillerinin bagarl orani %90’1n iizerindedir.*? Mikrocerrahide damar komplikasyonlarinin patogenezinde
3 énemli olay mevcuttur: trombosis, iskemi-reperfiizyon hasari ve vazospazmdir.*34%° Tromboz olusumu
icin staz, endotel hasari, hiperkoagulebilite gereklidir. Damar duvarinda olusan spazm ve buna bagh

gelisen staz ve kan akimindaki azalma trombiis olusumuna neden olur.®

Vazospazm flebin kanlanmasini azaltarak flep sagkalimini etkiler. Epinefrin, ndrepinefrin,
serotonin, tromboxan A  prostaglandin F» vazospazm olusturan mediatorlerdir. Hipotermi ve
alfa adrenerjik reseptdrlerin uyarimi da vazospazm olusturan nedenler arasindadir.!” Intraoperatif
mikrovaskuler —anastomoz esnasinda damara yapilan midahaleler de vazospazm
olusturabilmektedir. Uzayan vazospazm oksijen radikalleri olusturarak doku hasarini
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artirmaktadir.™ Vazospazm genelde kendiliginden ¢d6ziilebilirken bazi nedenlerle uzayan



vazospazm flebin kanlanmasini ciddi anlamda tehlikeye sokabilir ve flep sagkalimini etkiler.
Vazospazma sekonder olarak olusan iskemi-reperflizyon hasarini 6nlemek igin vazospazm gelisimini
onlemek veya siiresini kisaltmak gereklidir.?® Vazospazm hem anastomoz sirasinda hem de

anastomoz sonras1 donemde engellenmeye ¢alisiimalidir.?>?2

Vazospazmi ¢ozmek igin farkli teknikler ve ilaglar kulanilir. Bunlar (lidokain, nikardipin,
verapamil, nifedipin, sodyum nitroprussid, ve hidralazin papaverin, pentoksifillin, magnezyum
stlfat, fentolamin ve klorpromazin gibi farmokolojik ajanlar denenmesine, rejyonel bloklar
uygulanmasina, sempatektomi, hastanin isitilmasina kadar birgok tedavi yontemi gelistirilmis
olsa da etkinlikleri literatiirde tartismalidir.?3?*% N&rotoksin uygulamas: ile damar ¢aplarmin
daha genis oldugu gosterilmis ve daha yiiksek patens oranma ulasildigr saptanmigtir.28
Sempatektominin vaskiiler tonusu azaltarak, mikrodolasimi arttirdigi gézlenmistir.?’” Ayrica

epidural anestezide sempatik sistem bloke edilmekte ve kan dolasimi artmaktadir.?®

Magnezyum siilfatin, astim tedavisi, noproprotektif olarak, migren, preklampsi, eklampsi
epilepsi tedavisi gibi farkli klinik uygulama alanlari mevcuttur.®3° Magnezyum siilfat
bronkodilatator, bronkoprotektif etki gostererek astim tedavisinde kulanilir.! Ayni zamanda
kalsiyum kanal blokorii olarak islev gorerek kalsiyumun diiz kaslara girmesini engellemek
suretiyle bronkodilatasyon yapar. Magnezyum silfat néroprotektif etkisini glutamat bagimli N-
Metil-D-Aspartik asit (NMDA) bloke ederek gosterir. Noroprotektif olarak serebral palsiyi
onemli dlgiide azaltir.323 Magnezyum siilfatin diger etkileri arasinda antioksidant etki, membran
stabilizasyonu, glutamat bagimli kalsiyum kanal blokorl, serebral kan akimimi artirma,
proinflamatuar sitokinlerin azaltmasi1 gibi fonksiyonlar1 vardir. Preklampsi, eklampiye baglh

felglerin tedavisinde kulanilir.%*

Amacimiz siganlarin kasik fleplerindeki femoral arterde
yapacagimiz anastomoza magnezyum siilfat uygulayarak damar anastomozu ve flep sagkalimina
etkisini gozlemlemektir.

Ameliyat esnasinda vazospazm 6nceden bilinemez, ve serbest doku nakillerinin basarisi
icin kritik 6neme sahiptir.® Adventisyanin soyulmasi, dilatatdr ile vaskiiler liimenin dilate
edilmesi, uygulanan topikal vazodilatatorler veya spazmolitik ajanlar ile vaskiler spazm
giderilebilir. Bu ¢alisma modelinde %10’luk magnezyum siilfat uygulamasinin vazospazm, flep

doku perflizyonu ve flep fizyolojisi iizerine etkisi arastirilmistir.



GENEL BIiLGILER
Mikrocerrahinin Tarihgesi

Carrel ve Guthrie XX yillarin basinda deney hayvanlarinda uzuv replantasyonu ve bobrek
transplantasyonu yapmustir.®’ Alexis Carrel 1902 yilinda ug-uca damar anastomozunda

trianguler metodu tarif etmis ve 1912 yi1linda Nobel 6diili almistir.
llerleyen yillarda Hopfner kdpeklerde ilk ekstremite replantasyonunu gerceklesmistir.>®

Nylen 1921°de ilk kez mono okiiler mikroskobu i¢ kulak ve kulak zar1 operasyonlar i¢in

kullanmustir.3%4%4! Holmgren 1923°de binokuler mikroskop kulanmistir.*?

flerleyen yillarda antikoagulanlar intraoperatif olarak kulanilmaya basland1.*34

Mikrovaskiler anastomoz terimi ilk defa Jacobson tarafindan ortaya atilmistir. Mikrovaskiler
cerrahinin gelisiminde doniim noktalarindan biri de 1961 yilinda operasyon mikroskobunun
Jacobson ve Suarez tarafindan vaskiiler anastomozda kullanmmidir.*® Calismacilar 1,4 mm

capindaki tavsan damarlarimi 7/0 ipek dikisle % 100 basari ile anastomoz yapmuslardir.*®

1962 yilinda Malt ve McKhan, 1963 yilinda Chen ve Chien ilk basarili 6n kol
replantasyonu vakalarini sunmuslardir.#8 1963 yilinda Kleinert ve Kasdan basarisiz da olsa loop
ile subtotal ampute bir bagparmakta revaskiilarizasyon deneyimlerini yaymlanslardir.*® 1964
yilinda Nakayama, 1965 yilinda Jurkiewicz ve Saidenberg serbest jejenum flebi ile 6zofagus
rekonstriiksiyonu olgularmi bildirmislerdir.>® Bunlar plastik cerrahi tarihindeki ilk basarili serbest

flep uygulamalar1 olarak kabul edilmektedir.

1964 yilinda Buncke tavsan kulagindaki 1 mm c¢apli damarda anastomoz yaparak
replantasyonlar gerceklestirmistir.>

Komatsu ve Tamai 1965 yilinda ilk basarili basparmak replantasyonu olgularini
yayinlamislardir.%?

Chen ve ark. 1966-1967 yillarinda 5 vakada el 1. Parmak rekonstruksiyonu i¢in ayak 2.
Parmag1 John Cobbett ayak 1. parmag kulanmistir.>3



1972 yilinda Fujino ve ark. kopeklerde fonksiyonel meme glandi transferini
gerceklestirmistir.>* McLean ve Buncke skalp rekonstriiksiyonuna bilyilkk omentum transferi
yapmislar.®® 1973 yilinda Danial ve Taylor serbest kasik flebini kulanmistir.>®

1975 yilinda Miller ve ark. ilk kez aviilze skalpin replantasyonunu yapmustir.®’ ilerleyen
yillarada gelisen teknoloji mikroverrahi alanindada gelisme gostermistir. Daha hassas aletler daha
iyi mikroskoplar damar anastomozu alaninda gelismeler trombozu engeleyen yontemlerin
kullanilmasi serbest flep cerrahisinde basarini artirmistir.

1998 yilinda Dubernard ve ekibi, insanda ilk el transplantasyonunu yaparak
allotransplantasyonda yeni bir sayfa agmistir.>®

2005 yilinda Dubernard ve onun ekibi kopek 1sirmasi sonucu burun, iist ve alt dudak ile
cenede deformitesi olusan bir hastaya ilk yiiz allotransplantasyonunu gerceklestirdiler.*

2009-2010 yilinda Siemionow ve ark. yiiziin tiimiine yakimin transplantasyonu

gerceklestirmistir.6061

Flep Tarihgesi

Sushruta Samhita MO VI. yiizyilda Hindistan’da yasamis ve bircok hastaligin tedavisi ve
ameliyatlarimi1 anlatan kitab1 yazmustir. Kitabinda burun rekonstriiksiyonu, kulak lobu
rekostriiksiyonu konularina deginmistir.%2

XVI yiizyillda Tagliacozzi burun onariminda random distal pedikulli 6nkol fleplerini
kullanmistir.%%4 XIX yiizyildaki calismalar von Graefe (1818), Mutter (1843), Dieffenbach
(1845), Gersuny (1887) ve digerleri iizerinde agirlik kazanir.®® Flep transferinin modern plastik
cerrahi teknikleri 1917-1920 yillarinda Gillies ve Filatov pedikiilli tip flep’in anlatildigi
makalelerini yayinlamistir. Random paternli bu flepler 1:1 ve 2:1 oraninda kulanilmistir.%®

1950 — 1960 yillarinda 6zellikle bas boyun bolgesi rekonstruksiyonu ile ilgili bir¢ok flep
yapilmistir. Mc Gregor ve Jackson aksiyel paternli deri fleplerini tanimlamistir. Kas flebi ilk defa
Ger tarafindan 1968 yilinda tarif edilmistir .%7

1970°’1i ve 1980°1i yillarda derinin kan akimi daha iyi anlasilmis ve kas—deri flepleri
kullanilmaya baslanmistir. 1980 yillarinda fasiyokutan flepler kulanilmistir. Deri kanlanmasinin
daha iyi bilinmesiyle lokal fleplerle daha basarili doku defekti onarim1 yapilmis ve doku defekti

onariminda aksiyel flepler, perforator flepler, serbest doku nakilleri daha da sik kulanilmaya



baslanmistir. Buncke, Harii,Taylor, Daniel ve digerlerinin onciiliigiinde mikrovaskiiler serbest
doku aktarimlar1 gerceklestirilmistir.%®

1971 yilinda Strauch ve ark. ilk kez deneysel olarak kopek mandibulasina pedikiillii
vaskularize kemik flebini transfer etmistir.®® Ayni yilda Tamai ve ark. deneysel olarak kopeklerde
biitiin diz transplantasyonu gergeklestirmistir.”

1973 yilinda serbest pektoralis major kas flebi transferi yapildi.”* Ilerleyen yillarda
serbest grasilis flebi fasiyal paralizi tedavisinde kulanildi.”> Ayni yilda Harii ve ark. Ueba ve
Fujikawa serbest fibula transferi yapildi.”

1989 yilinda Koshima ve Soeda insanda derin inferior epigastrik arter perforatoru flebini

kuland:. Bu yildan sonra perforator flep kulanimi popiilerize olmustur.”

Derinin Kanlanmasi

Derinin dolasiminin zengin ve genis olmasina ragmen, deri bilesenlerinin metabolik
ihtiyaglarinin az olmasi nedeniyle derinin yasayabilirligi icin mevcut deri dolasgiminin yalniz
kiiciik bir parcas: yeterlidir.”> Kutanoz arterler dogrudan (direkt) alttaki kaynak arterden veya
derin dokular1 6zellikle kaslar1 besleyen kaynak arter dallarindan dolayli (indirekt) olarak kdken
alirlar. Buradan kutanoz arterler kaslarin arasindan veya igerisinden derin dokularin bag dokusu
catisin1 takip eder ve deri fasyayr sararak dis yapragin altinda degisken uzunlukta ilerler.
Genellikle belirli sabit noktalarda kutanéz perforatdrler olarak bu yapilart delerler.’® Derin
fasyay1 gectikten sonra fasya ve alt yiizdeki yag dokusunu besleyen dallar vererek, arterler
degisken mesafede derin fasyanin yiizeyinde ilerlerler. Daha sonra subkutan yag dokusunun
lobulleri arasinda kivrilarak ilerler sonunda deriyi beslemek icin tekrar degisken mesafelerde
ilerleyecekleri subdermal pleksusa ulasirlar. Kutantz arterler (venler) ile uzun kanallar veya
damar sisteminin olusturdugu zincir sistemi ile beraber ilerlerler.”” Kutanéz perforatorlerin
yogunlugu, hacmi ve yonil viicudun biiyiime, farklilasma ve fonksiyonel gereksinimlerine gore
olusur. Genelde bas, boyun, govde ve proksimal ekstremite damarlar1 6nkol, bacaklar, eller ve
ayaklardaki Kkarsitlarindan genis ve birbirlerinden daha genis aralikhidirlar.”® Kutanéz
perforatorlerin ¢ap1 ve uzunlugu degisken olmakla beraber hepsi birbirleriyle baglanarak dermis,
subdermis, subkutan6z yag dokusunun altinda ve derin fasyanin dis ylzeyinde Ozellikle iyi

gelismis horizontal tabaka halinde t¢ boyutlu "viicut 6rtusi"nd olustururlar.



Birbirine komsu kutanéz damarlar arasindaki baglanti ya capi1 degismeyen gercek
anastomozlarla veya ¢ap1 daralmis "choke" anastomotik damarlarla olur (sekil-1).”® Bu "choke"
anastomozlar deride (deri ve deri alti dokuda) daha fazladir ve saglam deriye kan akimin
regulasyonunda rolleri 6nemli olabilir. Bu "choke" damarlar flep ucu ve flep tabani arasindaki
flebe kan akimina baslangigta direng saglayarak deri flebi sag kaliminda 6nemli bir rol oynarlar.
Deri flebi boyunca kutan6z perforatorler kesilerek geciktirme islemi yapildiginda bu choke
damarlar genisleyip gergek anastomoz ¢apina ulasarak flep distaline olan kan akimini artirirlar.
Sempatik tonusun gevsemesinden dolay1 choke damarlarinda biraz genisleme olsa da esas etki
ameliyattan sonraki 48-72 saatte goriiliir. Bu durum damar duvari elemanlarimin hipertrofisi,

hiperplazisi ve liimen ¢apinin artmasiyla sonuglanan aktif bir siirecin sonucudur.

Sekil-1. Iskemi varliginda choke anastomotik damarlarin agilmast.

Kutantz venler de subdermiste belirgin tabakalanma gdsteren birbirleriyle baglantili
kanallardan olusan (¢ boyutlu bir ag olustururlar. Bu venlerin ¢ogunda kani belirli bir yone
yonlendiren kapakgiklar olmasina ragmen siklikla avalviiler (kapakgiksiz) venler ile baghdirlar.
Bu avalviiler venler valfleri ters yone agilabilen komsu vendz adalar arasinda akimin iki yonli
olmasia imkan taniyarak akim ve basing dengesini saglarlar. Genelde kutandz venler arterlere
eslik ederler. Dermal ve subdermal pleksustan gelen venler ya siklikla kutandz sinirlerle ve zincir

gibi baglanmis longitudinal arter sistemi iligkili genis ¢apli venlerin olusturdugu "“cevre yolu" ile



horizontal sistemindeki vendz drenaji1 ya da alternatif olarak derin fasyay1 delen kutanoz arterlerle
beraber asagi dik olarak inen ortak bir kanaldan cevresel tarzda vendz drenaji toplarlar. Bu
perforan venler direkt ve indirekt kutantz arterlerle beraber kalarak en sonunda derin dokudaki
kaynak arterlerin vena komitantesine drene olurlar. Boylece deri viicutta bolgeden bolgeye gapi,
sekli, yogunlugu ve yoni degisen damarlardan olusmus devamlilik gosteren arter ve ven agi ile
beslenir ve drene olur. Tim fleplerin Ozellikle de fasyokutantz ve septokutantz fleplerin
planlanmasinda damarlarin bag dokusu catisini izledikleri gergekligi esastir. Siklikla karisan
yiizeyel ve derin fasyanin arasindaki ayirim da énemlidir. Yiizeyel fasya dermisi derin fasyanin
dis tabakasia baglayan bal petegi seklinde gevsek bag dokusudur. Derin fasya da genellikle
yuzeyel fasyaya gore daha az esnek olan bal petegi seklinde bag dokusudur. Derin fasya govdede
bir kilif, ekstremitelerde ise bir gorap gibi kaslar1 sarar. Bazi yerlerde yogun bazi yerlerde gevsek
intermiiskiiler septalari ile periostla devam ettigi yerlerde dis tabakayi iskelete asar. Derin fasya
bu septalardan ve periosttan kaslarin igine intramuskuler septa olarak devam eder. Kutantz
peforatorler genellikle kaynak arter veya onun kasa verdigi dallardan birinden kasa girmeden
once veya sonra cikarlar ve derin fasyanin dis tabakasini delmek icin sirasiyla direkt veya
indirekt kutandz damarlar olarak derin fasyanin intermuskiiler veya intramuskuler konnektif
dokularim takip ederler.!

Kutan6z damarlarin bir kismu sinir, periost ve bazi bezler gibi diger derin yapilara giden
dallardan koken alirlar.8? Kutanoz damarlar derin fasyadan giktiktan hemen sonra dermise
ulagsmak igin yilizeyel fasyanin bag dokusu catisini takip ederler. Bazi bolgelerde bag dokusu
icerisinde ilerleyen arterlerin pulsasyonuna ve venlerin genislemesine imkan taniyacak sekilde
gevsektir. Diger bolgelerde bag dokusu derin fasyanin dis tabakasi, intermuskiiler septa ve periost
gibi yogun fibroz kiliflar olustururlar. Boyle yerlerde damarlar yogun fasyanin icinde degil
yaninda veya (zerinde ilerlerler. Damarlar doku planlarina sabit kenarlardan gecerek, hareketli
planlarda da ilerleyerek dagilirlar. Bu diislince ile damarlarin derin fasiyadan sabit yerlerde
ciktig1 goriilebilir. Uzun ve giivenli flepler derinin sabit oldugu yerlerde aksi derinin en hareketli
oldugu hata paralel olarak planlanmalidir. Sabit noktalar arasindaki mesafe arttikga givenli flep
boyutlar1 da artar.®?

Damarlarda denge kurali Debreuil-Chambardel tarafindan tarif edilmistir. Temel olarak

bu kavrama gore "ayni bolgedeki anatomik adalar1 besleyen komsu arterler birbirleriyle ters bir



iliski icindedirler”. Eger bir damar kigctukse digeri bunu dengelemek icin buyiktir ya da bu

durumun tersi gegerlidir.

Derinin Kanlanmasinin Siniflandirilmasi

Flep diseksiyon ve planlamasina gore tarif edilmis olan aksiyel, random, kutanoz,
fasyokutandz, septokutandz ve muskulokutanoz gibi flebin planlamasina odaklanan eski
terimlerden c¢ok deri dolasiminin anatomi ve fizyolojisini temel alan siniflandirmalarin
birbirinden ayirt edilmesi esastir. En eski ve basit, fakat en iyi smiflandirmalardan biri 1983
yilinda Spalteholz tarafindan &nerilmistir.® Spalteholz kutanéz damarlar1 besledikleri alanlardaki

rollerine gore ana (dominant) ve mindr (blttinleyici) olarak iki gruba ayirmistir.

Direkt Kutan6z Damarlar

Bu damarlarin besledikleri alanin beslenmesine primer (dominant) katkilari vardir ve
Ozellikle ekstremitelerde iyi gelismiglerdir. Bu damarlar alttaki kaynak arterden veya kasa
girmeden onceki kasin dallarindan birinden koken alirlar. Bu damarlar kaslarin ve intermuskiiler
septumun igindeki diger derin yapilarin arasindan gecip fasyanin dig tabakasini ulastiklari en kisa
yoldan delerek esas ulasacaklari yer olan deriye ulasirlar. Ozellikle derinin hareketli oldugu
govde, bas, boyun, kollar ve uylukta genellikle genis ve birbirlerinden iyi bir sekilde
ayrilmiglardir. Kutanoz sinirlere eslik ettikleri yerler disinda 6nkol ve bacakta daha kiiciik ve ¢ok
sayidadirlar. Avug ici ve ayak tabaninda kiigiik damarlarin olusturdugu siki bir ag vardir.

Her olguda bu kutandz damarlar derin dokunun bag iskeletini deriye dogru takip ederler.
Kas ve tendonlarin arasindan bazen "septokutandz damarlar” olarak gergek intermuskuler
septuma ¢ok yakin bir sekilde gecerler. Eger kaynak arter radial, ulnar veya femoral arter gibi
ylizeye yakinsa derin fasyanin dis tabakasindaki seyirleri kisa olabilir. Tersi olarak eger kaynak
arter profunda brakinin kutantéz perforatérleri, lateral femoral sirkumfleks ve peroneal arterlerde

oldugu gibi derin yerlesimli ise boylar1 uzundur.
indirekt Kutanéz Damarlar

Bu damarlar kaynak arterlerden kdken alir ve derin fasyanin dis tabakasini delmeden 6nce

vertikal veya oblik olarak genellikle kas1 ve derin dokulari delerler. Bunlar olduk¢a genis
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olabilirler, derinin kan dolasiminin esas (dominant) kismimi saglarlar ve 6zellikle gdvdede
(6rnegin internal torasik, interkostal ve derin inferior epigastrik muskiilokutantz perforatorler) iyi
gelismistir. Alternatif olarak deriye ikincil kan dolasimi saglayan terminal dallar seklinde kiguk
damarlar olarak c¢ikabilirler. Bunlar baslica gesitli derin dokular1 6zellikle kaslart besleyen

damarlarin terminal dallar1 olarak siklikla sayilari ¢ok olan kiigiik damarlardir.

Anjiozom Kavrami

Manchot ve Salmon ¢alismalarinin gézden gecirilmesi ve tim vicudun deri ve alttaki
derin dokularin kan dolasimina ait c¢aligmalarin birlestirilmesi; vicudu anatomik olarak
"anjiozom" olarak adlandirilan Ui¢ boyutlu vaskiiler alanlara ayrilmasimi saglanmistir.34®° Bu ¢
boyutlu anatomik alanlar deri ve kemik arasinda uzanan bir kaynak arter (segmental veya
dagitic1) ve buna eslik eden ven(ler) tarafindan beslenirler. Her anjiozom eslesen arterizom
(arteriyel alanlar) ve venozom (ventz alanlar) alt gruplarina ayrilabilir. Bu deri, kemik, kas ve
diger dokulardan olusan kompozit bloklar birbirleriyle uyumludurlar.2® Her anjiozom her dokuda
capinda degisiklik olmayan gercek (basit) anastomotik arterler veya g¢api kiigiilen "choke"
(retiform) anastomotik damarlarla komsu anjiozoma baglantilidir. Venoz tarafta kapaksiz venler
(cift yonll veya titresen) siklikla anastomotik arterlere uyarlar ve ozellikle derin dokularda
anjiozomun sinirlarint belirlerler. Her anjiozom alttaki kaynak arter ve ven uzerinden kompozit
flep olarak birlikte veya ayri1 olarak aktarilabilecek her doku tabakasinin anatomik giivenli sinirini

belirler. Bu anatomik bilgi bircok kas-deri flebinin tasarimi icin temel olusturur.®’

Flep Fizyolojisi

Flep mikrodolagimi arteriolden baslayip, prekapiller sfinkterler, kapillerler, postkapiller
veniiller olarak devam eder. Bu mikrodolasim asamasinda cilt kan akimi lokal ve sistemik
faktorlerle kontrol edilmektedir. Viicudun farkli alanlarinda cilt kanlanmast farklilik
gostermektedir. Diyabetes mellitus, kronik bobrek yetmezligi, radyasyon, yaslanma ve sigara cilt
perfizyonunu etkilemektedir. Lenfatik sistem lenfatik kapillerler, toplayict lenfatikler ve lenf
nodlarindan olusur. Bunlar da venoz sistemle birlesirler. Flep cerrahisinde lenfatiklerin

kesilmesine bagli 6dem siklikla ada fleplerinde belirgin olarak gozlenebilir.®®

11



Deri dolasimimin sistemik kontroliinde sinir sistemi onemlidir. Hipotalamus tarafindan
kontrol edilir. Alfa-adrenerjik reseptérler vazokonstriiksiyon olustururken; beta-adrenerjik

8 Damarmn esas tonusu

reseptorler ve kolinerjik reseptorler ise vazodilatasyon olusturur.
arteriovendz anastomozlar, arterioller ve arterlerdeki sempatik adrenerjik sistemle ayarlanir.
Humoral sistemi  epinefrin, ndrepinefrin, serotonin, tromboksan A ve prostaglandin F
vazokonstruksiyon olustuturken bradikinin, histamin, prostoglandin E; vazodilatasyon olusturur.
Deri dolasiminin lokal kontroliinde metabolik faktdrler hiperkapni, hipoksi, asidoz ve
hiperkalemi vazodiltatator gibi davranir.®® Lokal hipotermi kan akimini azaltir, bu da
vazodilatasyonu uyarir. Kan viskozite artis1 kan akimimi azaltmaktadir. Deri ve kaslarin kan
akim regiilasyonu farklidir. Sempatik sistem etkisi ile vazokonstriiksiyon deri i¢in ¢ok 6nemli
iken kas icin az 6énemlidir. Epinefrin deride vazokonstruksiyon yaparken kaslarda vazodilatasyon
yapabilir. Metabolik faktorler ise kas doku perfiizyonu i¢in ¢ok onemlidir. Sicaklik ise deri

perfuzyonu i¢in 6nemli iken miyojenik tonus kas doku dolasimi i¢in 6nem arz etmektedir.

Damar Duvarinin Yapisi

Damar duvarlar1 ti¢ konsantrik tabaka seklinde organize olmustur: intima, medya ve
adventisya. Bu yapilar tiim damarlarda mevcuttur; ama biiyliik damarlarda, 6zellikle arterlerde,
daha belirgindirler. Intima, altinda minimal miktarda ekstrasellular matriks (ESM) bulunduran bir
bazal membran ve bunun iizerine yerlesmis tek katli bir endotel tabakasindan olusur. Mediadan
internal elastik lamina denilen yogun bir elastik membran ile ayrilir. Medya, agirlikli olarak diiz
kas hucreleri ve ESM'ten olusur, etrafi adventisya gevsek bag dokusu, sinir lifleri ve kiigiik
damarlar1 ile ¢evrelenir. Eksternal elastik lamina bazi arterlerde mevcut olup medya ile
adventisya arasindaki gecisi belirler. Oksijen ve besin iirlinlerinin liimenden diflizyonu, ince
duvarli damarlar i¢in ve tiim damarlarin liimene en yakin diiz kas hiicrelerinin desteklenebilmesi
icin yeterlidir. Ancak, blyik ve orta boydaki damarlarda adventisyadaki kiictuk arterioller (vasa
vasorum, "damarlarin damarlar" anlaminda) medyanin dis yarisi ila tigte ikisinin gereksinimini

karsilarlar.%%?
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Anastomoz Hattimin Tyilesmesi

Mikrovaskdler anastomozda amag, endotel devamliliginin saglayak trombositlerin derin
yapilarla temasini 6nlemektir. Endotel biitlinliigiiniin bozulmasi, trombositlerin derin tabakalarla
temasina neden olarak trombosit agregasyonunu tetikler.%

Damar anastomozundan hemen sonra dikis hatt1 ve dikisler fibrin ve hiicresel
elementlerden olusan ince koagulumla értiiliir. Igne delikleride trombosit fibrin tikaciyla kapanur.
Operasyondan sonraki 24 saatte trombositin fibrin reaksiyonu artar, dikisler tizerinde daha kalin
koagulumla ortalur. 2. giin sonunda ise kar yigintis1 goriiniimii azalir. Piht1 stabilize olur. 3.
giinde dikislerin girdigi noktalardan reendotelizasyon baslar. 4. giin sonunda dikis hatt1 tamamen
endotelize olur. Endotelizasyon kabaca 3. giin baglar ve 7-10 giin arasinda tamamlanir. 10. glinde
subintimal hiperplazi normal mediyanin 2/3 kalinligina ulasir. Bu kalinlagsmaya miyofibroblastlar
ve makrofajlar sebep olur. Intimanmn kalinlig: artar. Ug hafatada tiim dikis hatlar1 ve dikis
deliklerinde endotelizasyon tamamlanmis olur. Mediyada nekrozis ve fibrozis gozlenir.
Adventisyada fibrozis goriiliir. Endotel iyilesmesi tamamlanana kadar kullanilan antikoagiilan
ilaglarla trombiis olusumu baskilanabilir.**

Intimada hiperplazi ve yeni olusan elastik lifler gézlenir. Mediyada nekrozis, incelme ve
fibrozis olusurken adventisiyada fibrozis gelisir. Arter duvarimin slturasyonu sirasinda olusan
gerginlige bagli olarak onarim alaninda arter duvarmin normal yapisi nekroza gider ve yerini
fibroz doku alir. Greftlerde tim tabakalar korunur fakat her tabakada kismi fibrozis olusur. Arter
greftinde de ven greftine benzer oranda sagkalim oran1 mevcuttur. Fakat arter greftinde sagkalim
biraz daha fazladir. ilk U haftada intimada fibrin membran mevcutken mediyada aseliiler ve
nekrotiktir. Geg periotta venin mediya tabakasinda fibroz doku olusur. Yalniz kii¢iik bir kisminda
kas saglam kalir. Ayn1 degisiklik arterlerde de biraz az sekilde gergeklesir. Cerrahi teknik, blyuk
stturlerin kulanimi, uygun olmayan aletler ile damar duvari travmatize olur ve bunlar da fibrozis
oranin1 artirir. Damar duvarimin inceldigini, anastomoz hattinin genisledigini fark edilir.%®

8-12 giinde onarim alaninda ince trombus Ortiisii olusurken 2. haftada trombiis kasilir.
Elastik lifler ve kollajen olusur. Bu agsamada endotel hiicreler tiim ylizeyi kaplamaya baglar. Sik1
atilan siitiirler mediya tabakasinda, tiim tabakada hasarlar olustururlar ve subintimal hiperplaziye
yol acarlar. ilk elastik lifler gdzlenir daha sonra 2-4 hafta arasinda diiz kas hticreleri gozlenir. 4-6

haftada fibriller yeterli sikliga ulasirlar ve internal elastik lamina olusur. Siitiirler ve arter
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klempleri adventisiya hasarlamasina fibrozisine neden olurlar.%® Aproksimatoriin ayaklari
arasindaki endotelin tamamen dokiildiigii ve klempin bastigi noktalarda da agir1 mediya nekrozu
olustugu gosterilmistir. Damar hasarlanmasi i¢in klemp basincinin 30gr/m2’den fazla olmamasi
gerektigi gosterilmistir.%” Hasarlanma sonucu trombojenik yiizeylerin ortaya ¢ikmasiyla pihti
olusumu tetiklenir.®® Bir damar zedelendigi veya yirtildiginda gesitli mekanizmalarla hemostaz
saglanir. Bu mekanizmalar: (1) damar spazmi, (2) trombosit tikacinin olusumu,(3) kanin
pihtilagsmasi sonucu kan pihtisinin olusumu, (4) fibr6z dokunun pihti i¢cine dogru biiylimesiyle

damardaki deligin kalic1 olarak kapatilmasidir.®?

Anostomoz Teknikleri
Uc-Uca Anastomoz

Mikrovaskdler anastomozda iki temel yontem vardir; ug-uca anastomoz ve ug-yan
anastomoz. Anastomoza baslamadan 6nce damarlarin kendi etraflarinda donmiis olmadigindan
emin olunmalidir. Ug-uga anastomoz gunimizde daha pratik, daha kolay olarak gérmekte ve
daha fazla uygulanmaktadir. Mikrovaskiler anastomozda damar diseksiyonu rahat pozisyonda,
¢evre dokulara ve organlara hasar verilmeden yapilmalidir. Diseksiyon zamani, damarlarin fazla
manipllasyonu damarin hasarlanmasina ve trombiis olusumuna neden olabilir. Radyasyona
ugramis ve aterosklerotik damarlar daha frajildirler. Aterosklerotik plaklar parcalanabilir ve
tromboz olustururlar. Bu tiir durumlarda daha dikkatli olunmalidir.%

Anastomozda damar duvart anatomik sekilde onarilmalidir. Endotel devamlilig:
saglanmalidir. Tromboza neden olan adventisiya damar liimenine sarkmamasina dikkat
edilmelidir. Damar i¢inde en az trombojenik ortam saglanmalidir. Anastomoz i¢in farkl dikis
teknikleri vardir, fakat daha ¢ok tercih edileni tek-tek siitiir yontemidir. Dikis atilirken, damar
duvarina dik agiyla girilmeli ve damar duvarinin her {i¢ tabakasi da gecilmelidir. Anastomoz
hattina siitiir atilirken gerginlige dikkat edilmelidir Eger fazla gerginlik olusursa damar duvari
yirtilabilir Ki, bu da trombis nedenidir. Anastomozda ilk iki dikisi en zor olan dikislerdir. Ilk
dikis 0° dikis tir. ikinci dikis 180° arasila atilir. Daha sonra 90° ve 270° dikisler atilir. Bundan
sonra dikislerin aralarina birer dikis atilir.)® Klempler acilir ve anastomoz patensi kontrol edilir.
Kagak varliginda fazladan dikis atilabilir. Anastomoz esnasinda siitiiriin damar arka duvarindan

gecmemesine dikkat edilmelidir. Siitiirler hem birbirine hem de damar uglarina esit uzaklikta
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olmalidir.1®* Cok seyrek siitiir atilmas1 kanama ve trombiis olusumuna, ¢ok fazla siitiir ise endotel
hasarina neden olur. Venlerin ince duvar yapisi nedeniyle ven anastomozu daha zordur. Venlerde
kan akim hizi daha yavas oldugu i¢in, dikis araliklarinda daha kolay trombiis olusabilir. Bu
nedenle venlerde daha dikkatli olunmalidir. Fazla siitiir atilmas1 da trombiis kaynagidir. Damarin
altina egri uclu penset yerlestirilip damar i¢indeki akimin kesilecegi kadar yataktan kaldirdiktan
sonra penseti asagl yukar1 kaydirarak akimin varligi kontrol edilebilir. Eger limendeki kan

pensetin arkasindan rahat hareket ediyorsa, bu akimin var oldugunu gosterir. 1%

Ug-yan Anastomoz

Mikrovaskuler ug-yan anastomozda alict damara ve dondr damara disseksiyon yapilir.
Venler Uzerinde yan pencere acildiktan sonra sadece liimene sarkan liflerin temizlenmesi
yeterlidir.2%* Ug-yan anastomozun birkag 6nemili avantajlar1 vardir. Cap uyumsuzlugunu ortadan
kaldirir. Biiyiik venler bas-boyunda ¢ogu zaman ameliyat sahasinda olur ve ven diseksiyon
sresini kisaltir. Bas ve ark vende ug-uca ve ug-yan anastomoz patensi agisindan 6nemli fark
olmadigim1 deneysel calismasinda gostermistir.'® Ug-yan anastomoz extremitelerin ve distal
kisimlarin dolagiminin korunmasi, vazospazmin 6nlenmesi amaciyla ve damarlar arasinda 6nemli
cap uyumsuzlugu durumlarinda tercih edilmektedir.%

Mikrocerrahinin onculerinden Godina, arterotomiyi diz bir makas yardimiyla damar
duvaridan bir eliptik eksizyonu ile yapmistir.2% Arteriotomi farkli seklillerde de yapilabilir;
uzunlamasina yarik seklinde, transvers yarik sekilinde, eliptik veya armut seklinde. Anastomoz
patensilerinde arterotomiler agisindan fark gozlenmemistir.1%71% flk iki dikis donér damarin uzun
ekseninde 0° ve 180° kabul edilen noktalara atilir. Dikisler tam kat gegilmelidir. Oncelikle arka
duvar1 onarmak manipulasyon agisindan daha iyidir. Iyi planlama yapilmalidir. iigiincii dikis
270° noktasina uygulanir. dikis aralarinin esit olmalidir. Arka duvardaki ara dikisler atilir. Arka
duvar devamli dikislerlede onarilabilir. Sonrasinda 90° noktasina dikis atilir. Daha sonra ara
dikisler atilarak anastomoz tamamlanir. Tim dikisler tamamlandiktan sonra dikis araliklari
kontrol edilir.1®1% Anastomoz patensine Acland testi - sagma testi ile degerlendirilir.!** Bu test
venler i¢in de yapilabilir fakat ven duvarlari ince oldugu i¢in intima ve media tabakasinin
hasaslanmamas1 yoniinde dikkatli olunmalidi. Bu yiizden ven anastomozlarinda agikligin sadece

gorerek degerlendirilebilecegi savunulmustur.
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Yeni Damar Olusumu

Anjiyogenez, oncelikle venillerden olmak (izere mevcut damarlardan yeni kan
damarlarinin olusma sirecidir. Hasar yerlerindeki iyilesme siirecinde, iskemi yerlerinde kollateral
dolasim gelismesinde gozlenir. Mevcut damarlardan yeni damarlarin filizlendigi bir siire¢ olan
anjiyogenez sirasinda, asagidaki asamalar gerceklesir!!?
* Nitrik oksite yanit olarak vazodilatasyon ve Damar Endoteli Kaynakli Biiyiime Faktorii (VEGF)
etkisiyle damar gecirgenliginin artmasi,
* Perisitlerin damarin limenine uzak (abluminal) yiizeyinden ayrilmasi,
* Endotel hiicrelerinin, doku hasar1 bolgesine go¢ etmesi,

Go¢ eden endotel hiicrelerinin 6n sirasinin hemen arkasindaki endotel hiicrelerinin
proliferasyonu,

* Kilcal tiiplerin olusumu yoniinde yeniden bigimlenmesi,
* Periendotelyal hiicrelerin (kiigiik kapiller damarlar igin perisitlerin, daha biiyiik damarlar icin
diiz kas hiicrelerinin) matiir damar olusturmak iizere toplanmast,
* Endotel hiicrelerinin proliferasyon ve go¢iiniin baskilanmasi ve bazal membran depolanmasi
Anjiyogenez surecinde gesitli bliytime faktorleri, hiicre-hiicre etkilesimleri, ESM proteinleriyle
etkilesim ve doku enzimleri rol alir.113114

Anjiyogenezde rol oynayan baslica bliylime faktorleri; Damar Endoteli Kaynakli Biiyiime
Faktori (VEGF) ve bazik fibroblast biytime faktorii (FGF-2) dir.11°
* Blyume faktorlerinin VEGF ailesinde VEGF-A, -B, -C, -D ve -E; ve plasental blyime faktori
(PIGF) vardir. Genellikle VEGF adiyla anilan VEGF-A, hasar sonrasi anjiyogenezi baslatan
baslica etkendir; VEGF-B ve PIGF, embriyodaki damar gelismesinde rol oynar; VEGF-C ve -D,
hem lenfanjiyogenezi, hem de anjiyogenezi uyarir. Erigkin dokularinin ¢ok biiyiik bir béliimiinde,
VEGEF iiyelerinin ekspresyonu vardir: bu ekspresyonlar en fazla, "pencereli” epitele komsu epitel
hiicrelerinde (6rnegin bobrekteki podositlerde, retinadaki pigment epitelinde) karsilagilir. Bu
biiylime faktorleri, bir tirozin kinaz reseptor ailesine baglanir (VEGFR-1, -2 ve -3). Anjiyogenez
icin bu reseptorlerin en dnemlisi, 6zellikle endotel hicreleri olmak tzere hedef hiicrelerde yer
alan VEGFR-2'dir. VEGF endiiksiyonuna yol agan bircok faktérden en oOnemlisi hipoksi;
digerleri trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) TGF-a ve TGF-3'dirt6117:118,
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VEGF endotel hicrelerinin hem go¢ etmesini, hem de proliferasyonunu uyararak
anjiyogenezdeki kapiller filizlenmeyi baslatir. 129 Nitrit oksit (NO) (retimini uyarip
vazodilatasyonu destekler ve damar liimeni olusumuna katkida bulunur. Bu etkenler ayrica, 50
yas tizeri erigkinlerde karsilasilan gérme bozuklugunun onde gelen bir nedeni olan "islak"
(neovaskiiler) makiila dejenerasyonunun tedavisinde; ayrica prematiirite retinopatisine eslik eden
anjiyogenez iizerinde yapilan klinik ¢aligmalarla, diyabetteki makiila 6demine yol acan sizintili
damarlar (leaky vessels) ile ilgili calismalarda kullaniimaktadir.*?

Buyume faktorlerinin FGF ailesinin, en iyi karakterize edilenleri FGF-1 (asidik FGF) ve
FGF-2 (bazik FGF) olmakla birlikte, 20'den fazla tiyesi vardir.'?? Birgok hiicre tipinde retilen bu
blyume faktorleri, tirozin kinaz aktivitesine sahip bir plazma membran reseptorleri ailesine
baglanir. Serbest kalan FGF, heparan siilfata da baglanabilir ve ESM'de depo edilebilir. FGF-2
anjiyogeneze en c¢ok, endotel hiicrelerinde proliferasyonu uyararak katki yapar. Ayrica
makrofajlarm ve fibroblastlarin hasar alanina gé¢ etmelerini tesvik eder; epitel hiicrelerinin,
epidermal yaralar &rtmek iizere gb¢ etmesini uyarir.123124

Anjiyopoetin Angl ve Ang2 anjiyogenezde ve yeni damarlarin yapisal olgunlagsmasinda
rol oynayan biiyiime faktorleridir. Yeni olusan damarlarin, perisitlerin ve diiz kas hiicrelerinin
toplanmas1 ve bag dokusu depolanmasi yoluyla stabilizasyona ihtiyag¢lar1 vardir. Angl, endotel
hlcrelerinin Gzerindeki, Tie2 adli bir tirozin kinaz reseptoriiyle etkilesime girer. Stabilizasyon
stirecine, diger baz1 biiyiime faktorleri de (PDGF ve TGF-B3) katilir. PDGF diiz kas hticrelerini
toplar; TGF-B3 ise endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve gociinii baskilar, ESM proteinlerinin
{iretimini arttirir.}?

Kan damarlarmin embriyo gelismesi sirasinda ¢ogalmasina vaskilogenez adi
verilmektedir. Bu sliregte damarlar, angioblast ad1 verilen endotel prekiirsor (6nciil) hiicrelerinin
birlesmesiyle yeni bastan (de novo) yapilir. Angioblastlarin kdkeni, kendileri de hematopoetik
sisteme prekirsor hicre ureten hemangioblastlardir. Ayrica eriskinlerde kemik iligindeki kok
hiicrelerden iiretilerek dolagima birakilan endotel prekiirsor hiicreleri de vardir. Ancak bunlarin
eriskinlerdeki anjiyogeneze katkida bulunduklar1 kesin olarak saptanmis degildir.1%°

ESM proteinleri anjiyogenezdeki damarlarin filizlenmesine katkida bulunur ve bunu daha
cok endotel hiicrelerindeki integrinlerle etkilesime girerek ve olusan damara iskelet olusturarak

yapar. Oncelikle metalloproteinazlar (MMP) olmak iizere ESM enzimleri ESM'i, damar tipiniin
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yeniden bi¢imlenerek uzamasii saglamak amaciyla parcalar. Yeni olusan damarlar, endotel
hiicreleri arasindaki baglantilarin tamamlanmamasi ve VEGF'nin damar gecirgenligini artirmasi
nedeniyle, heniiz siv1 sizdiran olusumlardir. Graniilasyon dokusunun ¢ogu zaman nigin édemli
oldugunu kismen aciklayan bu o6zellik,iyilesen damarlarda inflamatuar yanitin yatismasindan

sonra uzun stire devam eder. 27128

Iskemi-Reperfiizyon Hasar

Mikrovaskiiler serbest doku nakillerinin basar1 oran1 %90°dan yiiksektir.!?® Serbest doku
nakillerinde sinirli da olsa her zaman iskemik reperfiizyon hasari meydana gelir. Flep elevasyonu
sonrasinda flep pedikiiliiniin kesilmesiyle primer iskemi baglamaktadir. Fakat ¢cogu zaman
anastomoz suresinin kisa olmasindan dolay1r bu asamada flep kaybi ger¢eklesmemektedir.
Sistemik faktdrler (hipotansiyon, sepsis, sigara kullanimi, vazokonstriktorler, hiperkoagulabilite)
veya flep lizerine fiziksel baski (hatali yerlestirme, pedikiilde katlanmalar, hematom) nedeniyle
mikrodolasim diizeyinde kan akiminin azalmasina ikincil olarak trombozis olusur ve bu durum

sekonder iskemiyi baslatir. Sekonder iskemide flep kayb1 orani yiikselmektedir.®

\ iskemi ____
Mitokondri G‘!} i
by L 3 X 7\ ———
} Oksidatif fosforilasyon
$ATP
! ] }
+ Nat* pompas! t Anaerobik glikoliz Ribozomlarin
l | ayriimasi
t Ca?*, H,0 ve l T l
Na+ girisi ¢ Glikojen  t Laktik—— ¢pH 4 Protein
t K+ gikis! asit j sentezi
l o o 9
ER gigmesi v C b Cekirdek
Hucre sismesi kromatininin
Mikrovillislerin %, o kondansasyonu
kaybi S g &
Kabarciklar

Sekil-2. Iskemi reperfiizyon siirecindeki metabolik degisiklikler
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Iskemi zamani uzadikca iskemik doku anaerob metabolizmaya yénelir ve oksijen, glikoz,
adenozin trifosfat seviyeleri diiserken,CO2 laktik asit seviyelerinde artis meydana gelir.'*! Deri
ve kemik doku icin kritik iskemi zamani uzun iken, kas ve bagirsak endoteli gibi dokular igin
kisadir.*>133 Doku hasarmin ciddiyetini iskemi siiresi belirler.*3* iskemide kapillerlerin ¢apinda
daralma, lokositlerin birikimi, endotel hticrelerinde metabolik disfonksiyon, hiicre membran
disfonksiyonu, inflamatuvar mediyatorlerin salgilanmasi gibi yapisal ve metabolik degisiklik
olur.® Dokularda oksijen orani azalirken, laktat birikir ve pH diiser.!3® Membran nakil

fonksiyonunun bozulmasiyla hiicre icerisinde kalsiyumun konsantrasyonu artar.*®’

Kalsiyum
sekonder mesajc1 olarak enzimleri aktive eder ve proinflamatuvar mediyatorler birikir.*3®
Reperflizyonun saglanmasiyla siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi
serbest oksijen radikalleri olusur. Reperfiizyon esnasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallari,
endotelyal sisme ve kapiller gegirgenliginde artisa neden olurlar.’®® iskemi sonrasi endotel
dokusu siiperoksit radikalinin esas kaynagidir.1*° Normal sartlarda siiperoksit radikali, superoksit
dismutaz enzim etkisiyle hidrojen peroksite doniistiiriiliir.’*! Hidrojen peroksit glutatyonla
birleserek suya déniisiir. Iskemik reperfiizyon zamam olusan siiperoksit, hidrojen peroksite o da
hidroksil ~ radikaline  doniisiir.**?(Sekil-3)  Olusan serbest oksijen radikalleri lipit
peroksidasyonuyla membran hasarna protein hasarlanmasi ile proteinlerin pargalanmasina,
proteinlerin hatali katlanmalarina, DNA hasar1 ile mutasyonlara neden olur. ilk aktiflenen hiicre
notrofildir. Notrofiller kemotaktik uyarilarla inflamasyonu baslatir ve trombositler ile 16kositler
hasarli alana gelirler. Lokositler hasarlanmis endotele tutunarak migrasyon yapar ve intersitisyel

alana gecer. Lokositler sitoplazmik graniillerden elastaz gibi proteazlari salgilarlar. Bu asamada

mikrodolasim bozulur,iskemi genisler.}*
MITOKONDRI b Ca2+ MEMBRAN PRO;iiTYEI\ILIIERiN
HASARI GIRIS HREANL KATLANMASI
e T ’ e DNA HASARI
. ) ) Falele elalie s S ate et Tet Y . E—
4 ATP '}r’ 4 ROT l @ CEEELEERLERLEL N
SEF \) l_ALl
) e Plazma Lizozom
1 1 membrani membrani
Cok sayida Lipid, * Mitokondri Cok sayida Hlcre Pro-apoptotik
asamali protein, gegirgenlig hiicre Hucre bilesenlerinin proteinlerin
etki ve DNA enziminin  bilesenlerinin enzimlerle aktivasyonu
hasar aktivasyonu kaybi sindiriimesi

Sekil-3. iskemi reperflizyon hasar1 ve apoptoz.



Prostasiklin ve tromboksan diizeyleri yikselir. iskemi zamanla iyon kanal gecirgenlik
bozuklugu, ATP/ADP oraninin azalmasi ve mitokondriyal permeabilite bozulmasina neden
olarak reaktif molekiillere karsi hiicre savunmasii zayiflatmaktadir. Iskemi reperfiizyon
hasarinda toksik stperoksit radikallerin {iretiminde artis olur. Serbest radikaller sitotoksik etki,
inflamasyon, endotelyal hasar, 16kosit yapismasi ve birikimi gibi mikrodolagimin bozulmasina
neden olur. Reperflizyon sirasinda ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza doniisiir.
Ksantin oksidaz, oksijen ve iskemide olusan hipoksantin ile reaksiyona girer ve 0rin olarak
siiperoksit anyon olusur. Bu anyon diger oksijen radikal tiirlerine doniiserek dogrudan hiicre
hasar1 yapar. Superoksit radikal, endotel ile dogrudan etkilesir ve lipit peroksidasyonu, membran
proteinlerinde ayrigsma, hiicre gecirgenliginde artis, sitoplazmada sisme ve islev bozukluguna yol
acar.'** Siiperoksit dismutaz diizeylerinde diisme olur.X*> Endotel nitrik oksitin esas kaynagidr.
Nitrik oksit iskemi reperfiizyon hasarma kars1 koruyucudur.}® Nitrik oksit vaskiiler tonusun
regulasyonunda, trombosit agregasyon inhibisyonunda, lokositin endotele yapismasinin
zayiflamasina, serbest oksijen radikallerinin temizlenmesinde, normal vaskiler gegirgenligin
saklanmasinda, immun savunmada ve endotel hiicre rejenerasyonunda rol alir.'*’ Iskemi

reperflizyon hasarinda bilinmeyen nedenlerden nitrik oksit inhibe olur.(Sekil-4)

Patolojik etkiler ‘
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Serbest radikallerin uzaklastiriimasi

Sekil-4. Iskemi reperfiizyon hasari ve onun sonuglar.
Oksijen miktar1 arttiginda, reaktif oksijen turevleri iiretimi de buna bagli olarak artar.

Bunun nedeni, mitokondriyal hasar ile oksijenin tam olarak indirgenememesi ve lokositler,

endotel hiicreleri ile parankimdeki hiicrelerdeki oksidazlarin etkisidir. Hiicredeki antioksidan
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savunma mekanizmalarinin da iskemiden zarar gérmiis olmasi, serbest radikallerin birikimini
kolaylagtirir.  Stiperoksit dismutaz ve glutatyon uygulamasi ile flep sagkaliminin arttig
gozlenmistir.1*314® Vitamin C iskemi reperfuzion hasarinda flep sagkalimini artirir.**

Iskemi devam ederse geri doniissiiz hasar ve nekroz gelisir. Geri doniissiiz hasarda; asir1
sismesi, hiicre zarinda yaygin hasar ve lizozomlarm sigsmesi s6z konusudur.Kalsiyum yogun
bigimde hiicre i¢ine girebilir. Oliim genellikle nekroz ile olur ama buna, apoptoz da eslik edebilir.
Apoptoz yolagi mitokondrilerden proapoptotik molekiillerin saliverilmesiyle aktive olur.!?
Hiicrenin bilesenleri progresif bir sekilde yikima ugrar ve hiicre enzimleri yaygin bir sekilde
hlcre-dis1 bosluga sizar. Son olarak 6lu hicrelerin yerini fosfolipidlerden olusan biiyiik kitleler
olan miyelin tipi sekiller alir.’®! Bunlar da lokositler tarafindan fagosite edilir ya da daha sonra

kalsifiye olabilecek yag asitleri yoniinde daha fazla yikima ugrarlar.>

Hiicrenin Programh Oliimii ( Apoptoz)

Apoptoz, hicrenin kendi nukleer DNA'sinin, niikleer ve sitoplazmik proteinlerinin
yikimina neden olacak enzimleri aktive etmesiyle gerceklesen bir hiicre 6liimii gesididir.!531%
Apoptotik hiicre pargalar1 koparak, bu olaya verilen isimden (apoptoz, dagilma) sorumlu olan
goriintiiyi olustururlar. Apoptotik hiicrelerin plazma membrani saglam kalir ama hiicrenin ve
parcalarmin fagositler icin gekici bir hedef haline gelmesine yol acacak degisikliklere ugrar.t>*1%
Olen hiicre ve pargalari, hiicre igeriginin disariya sizmasma zaman kalmadan hizla ortadan
kaldirildigindan apoptotik hiicre 6liimii konakta inflamatuar yanita neden olmaz. Apoptoz;bu
bakimlardan membran biitiinliigliniin bozuldugu, hiicrelerin sindirildigi, hiicre iceriginin disar
sizdig1 ve ¢ogu zaman bir konak reaksiyonunun olustugu nekrozdan farklidir. Ancak apoptoz ve
nekroz bazen birlikte de bulunabilir ve bazi patolojik uyaranlar nedeniyle baslayan apoptoz,

nekroz yoniinde ilerleyebilir.®>’

Apoptozun Mitokondri (Intrensek) Yolag

Mitokondrilerde apoptozu baglatabilen ¢esitli proteinler vardir. Bunlar sitokrom ¢ ve
endojen apoptoz inhibitorlerini notralize eden proteinlerdir. Hicrenin 6lmesi veya yasamaya
devam etmesi arasindaki tercih, prototipi Bcl-2 olan 20'den fazla sayida protein tarafindan

denetlenen mitokondri gecirgenligi ile belirlenir.’® Hiicreler biiyiime faktorlerinden ve diger
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yagsam sinyallerinden yoksun kaldiklarinda veya DNA'ya zarar verecek etkenlerle
karsilastiklarinda ya da hatali katlanmis proteinleri ¢cok miktarda biriktirdiklerinde ¢ok sayida
sensor aktif duruma gecer. Bu sensorler Bcl-2 ailesinin, "BH3 proteinleri" olarak adlandirilan
uyeleridir. (Cunkid bunlar Bcl-2 ailesinin korunmus domainlerinden tiglinciisiinii igerirler.) BH3
proteinleri, ailenin Bax ve Bak adi verilen proapoptotik iki Uyesini aktive eder. Bunlar da
dimerize olup mitokondri igine girer ve sitokrom c ile diger mitokondri proteinlerinin sitozole
gegebilecegi kanallar olustururlar. Yine aymi sensorler Bcl-2 ve Bcl-xL adli antiapoptotik
molekiilleri inhibe ederek mitokondri proteinlerinin sitozole ge¢mesini kolaylastirir. Sitokrom c,
diger baz1 kofaktorlerle birlikte kaspaz-9'u aktive eder. Mitokondriden sitozole gegmis olan diger
proteinler apoptozun fizyolojik inhibitorleri olarak is goren kaspaz antagonistlerini bloke eder.
Tim bu etkilesimlerin net sonucu hiicre ¢ekirdeginin parcalanmasiyla sonuglanan kaspaz olaylar
dizisinin aktivasyonudur. Oysa hiicreler blyime faktorlerini ve diger yasam sinyallerini almaya
devam ettiklerinde Bcl-2 ailesinin antiapoptotik dyelerini sentez ederler.™®® Bunlarm iki ana
tipinden biri Bcl-2'nin bizzat kendisi digeri ile Bcl-xL'dir. Bu proteinler Bax ve Bak proteinlerini
antagonize ettiklerinden, proapoptotik proteinlerin mitokondriden ¢ikigini sinirlar. Biiyiime
faktorlerinden yoksun kalan hiicreler yalnizca Bax ve Bak proteinlerini aktive etmekle kalmaz.
Ayrica Bcel-2 ve BclxL duzeylerini de azaltarak dengenin, hiicre 6limi yonunde daha fazla
degismesine yol acarlar. Mitokondri yolagi, daha sonra da anlatilacagi gibi ¢ogu durumdaki

apoptozdan sorumlu gibi gorinmektedir. 1>

Apoptozun Olum Reseptori (Ekstrensek) Yolag:

Birgok hiicrenin yiizeyinde, O6lim reseptorleri adi verilen ve apoptozu tetikleyen
molekiller vardir. Bunlarin ¢ok biiyiik bolimii tumor nekroz faktori (TNF) reseptor ailesinin
liyesidir.’®® Bunlarin sitoplazma bolgelerinde hiicre oliimiinde rolii olan diger proteinlerle
etkilesime girmeleri nedeniyle bu sekilde adlandirilan bir "6liim bolgesi" vardir. Tip 1 TNF
reseptori ve Fas (CD95) 6lum reseptorlerinin prototipidir. Fas ligandi (FasL) oncelikle aktive T
lenfositlerinin yuzeyinde eksprese edilen bir membran proteinidir. S6z konusu T hiicreleri Fas-
tastyan hedefleri taniyinca Fas molekiilleri FasL ile ¢apraz baglar yapar ve 6liim bolgesi araciligi
ile adaptor proteinlere baglanir. Bu baglanma kaspaz-8 enzimini bolgede toplayarak aktive eder.

Kaspaz-8 birgok hiicre tipinde Bcl-2 ailesinin proapoptotik Bid adli tiyesini bolip aktive ederek
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mitokondriyal apoptoz yolagini besler. Her iki apoptoz yolaginin beraberce aktif duruma gecmesi
hiicrelere 6liimciil bir darbe vurur. Hiicre proteinleri, 6zellikle de FLIP adiyla bilinen bir kaspaz
antagonisti 6liim reseptoriiniin kaspaz tarafindan aktivasyonunu 6nler. Ilging olarak, baz1 viriisler
FLIP(“viral flice-inhibitory proteins) homologlarini iiretir. Viriislerin bu mekanizmayi, enfekte
hiicreleri canli tutmak amaciyla kullandigi one siiriilmektedir. Oliim reseptdrii yolagi kendi
kendilerine karsi reaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda ve hedef hiicrelerin, sitotoksik T

lenfositleri tarafindan 6ldiiriilmesinde rol oynamaktadir.*6!

Kaspazlarin Aktivasyonu ve Fonksiyonu

Intrensek ve ekstrensek apoptoz yolaklari, sirastyla kas-paz-9 ve -8 adli, dncii kaspazlari
aktive eder. Bu enzimlerin aktif sekilleri, infazc1 kaspazlar adi verilen, baska bir seri kaspazi
bolerek aktive eder. Bu aktive kaspazlarin ¢ok sayida hedefi etkilemesi DNA'y1 ve niikleer
proteinleri parcalayan niikleaz enzimlerinin aktivasyonuyla sonuglanir. Kaspazlar ayrica ¢ekirdek
matriksinin ve hucre iskeletinin diger bilesenlerinin yikimina da neden olarak hiicrenin

pargalanmasina yol agarlar.'%?

Apoptotik Hucrelerin Temizlenmesi

Apoptotik hicreler sinyalleri olusturarak fagositleri kendilerine ¢ekerler. Fosfatidilserin
normal hiicrelerde, plazma membraninin i¢ yapraginda bulunur ama apoptoz gerceklestiginde dis
yapraga gecer ve burada doku makrofajlari tarafindan taninarak 6len hicrenin fagosite edilmesine
yol agar. Apoptozla 6lmekte olan hiicreler ayrica, fagositleri ¢eken ¢oziiniir faktorler de salgilar.
Bu olay, 6li hucrelerin ikincil membran hasarina ugramadan ve inflamasyon baslatabilecek
igeriklerini salivermeden hizla temizlenmesini kolaylastirir. Bazi apoptotik cisimcikler fagositler
tarafindan tanman yapiskan glikoproteinler tasir. Makrofajlar da apoptotik hiicrelere (canl
hiicrelere degil) baglanarak bunlarin fagositoz hedefi olmalarim saglayan proteinler retebilir.
Cok sayida makrofaj reseptoriiniin, apoptotik hiicrelerin baglanma ve fagositozunda rol oynadigi
gosterilmistir. Apoptoz sonucu 6len hiicrelerin gegirdigi bu fagositoz sireci Oylesine etkindir ki
olii hiicreler iz birakmaksizin yok olur ve hemen hemen hig inflamatuar yanit meydana gelmez.1%®

Nekrozla apoptoz arasinda 6nemli farklar mevcuttur, ama bu iki gesit hiicre 6liimii birlikte

de gerceklesebilir ve aralarinda mekanik iliski bulunabilir.!®41%® Ornegin apoptozda goriilen DNA
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hasar1, poli-ADP(riboz) polimeraz adli bir enzimin aktive olmasina yol acar. Bu enzim hiicrenin
nilcotinamid adenin diniikleotid depolarini bosaltarak ATP diizeylerinin diismesine ve sonunda
nekroza neden olur. Aslinda, iskemi gibi sik karsilasilan durumlarda bile erken hiicre 6liimiiniin
kismen apoptozla ve daha sonra iskemi agirlastik¢a bunun tizerine eklenen nekrozla gergeklestigi
one siirlilmiistiir.6®

Sonug olarak; apoptoz programli hiicre dliimiidiir. Iskemi reperfiizyon hasar1 zamani

olusan serbest oksijen radikalleri ve sitokinler apoptozu tetiklerler.¢”
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CALISMADA KULANILMIS BELIRTECLERE iLiSKIN GENEL BILGILER
Epidermal Buyiume Faktori (EGF)

EGF proliferasyon, migrasyon ve farklilasmay1 saglayan sinyal yolunu uyaran bir biytme
faktoridiir. Etkisini yiiksek ve diisiik afiniteli baglanma bolgeleri olan spesifik reseptoriic EGF-R
aracililig ile yapar.’%81% EGF-nin reseptériine baglanmasi reseptériin tirozin kinaz aktivitesini
uyarir, fosforilasyon reaksiyonlarini baslar ve bunun sonucu olarak DNA replikasyonu ve hiicre
boliinmesi, farklilasmasi, hiicre gocu uyarilir. EGF-R timor hiicrelerinde yiiksek oranda bulunur.
EGF hiicre proliferasyonunu stimule eder, farklilasmay: regiile eder ve morfogenezisde hiicre
kararliliginin akibetini belirler. EGF’nin, fibroblast ¢ogalmasini uyararak, graniilasyon dokusunun
olusumunu hizlandirarak, epitelizasyonu artirarak ve yeni damar olusumunu uyararak yara iyilesmesini
hizlandirdig1 yapilan galismalar ile ortaya konulmustur.}’%"%172 Epidermal blytme faktorli PISK/AKT,
RAS/ERK and JAK/STAT yollari1 uyararak apoptoz yollarin1 bloke ediyor. RAS/ERK sinyal yolagini
uyararak antiapoptotic Bcl-2 miktarini artirarak apoptozu onliiyor.2”*™ Hidrojen peroksit ve oksijen
anyonu gibi reaktif oksijen turevleri, solunumda oksidatif fosforilasyon sirasinda olusan yan
iriinlerde ve bir¢ok toksik reaksiyonla olusur. Bu reaktif tiirlerin makromolekiiller iizerine zararli
etkisi oldugu bilinse de hiicre sinyal sisteminde énemli bir rol oynarlar. Bu siirecte inflamasyona;
hiicre proliferasyonuna, anjiogeneze, apoptozise ve yaslanmaya da neden olurlar. Birgok
polipeptid blyume faktoriinin in vivo ve in vitro olarak iskemik hasarda belli derecelerde
koruyucu oldugu gosterilmistir. Bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ve EGF’nin beraber
uygulandigr kiiltiirlerde, eksitotoksisteye kars1i c¢ok yiiksek ve c¢ok o©Onemli bir koruma
saglanmistir. EGF hiicrelerde oksijen sebepli apoptozisi 6nlerler. EGF ve bFGF ¢esitli hiicrelerin
yasama oranini ve farklilagsmasimi artirirlar. EGF norotrofik faktordiir ve ndronlart oksidatif

hasardan kouyucu rolleri vardir.!”

Damar Endoteli Kaynakh Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF ailesine ait 6 adet izoformu VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-F,
VEGF-E tespit edilmistir. Klinik ve preklinik terapdtik anjiyogenezde de en sik ¢alisilmis olan
faktor ise VEGF- A’ dir. VEGF-A’nin su ana kadar bilinen VEGF121, VEGF145, VEGF148,
VEGF165, VEGF183, VEGF189 ve VEGF206 olarak isimlendirilmis 7 adet izoformu vardir. Bu

izoformlardaki sayilar icerdikleri amino asit sayilarimi gostermektedir. VEGF reseptorleri
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vaskdler endotel hucrelerinin hiicre yiizeyinde tanimlanmistir. Daha sonra VEGFR’ler monosit
gibi kemik iligi kaynakli hiicrelerde de bulunmustur. VEGF’nin VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3 olmak iizere 3 tane tirozin kinaz reseptorii (TKR) vardir. VEGF ekspresyonu HIF-1
aracili mekanizma ile hipokside upregiile olur. VEGF mitojenik, anjiyojenik ve gecirgenlik artisi
etkilerinden sorumludur. Lenfanjiyogenezde ve lenfatik endotel hicresinin apopitozisten
korunmasinda gérev aldig1 gosterilmistir.’®’”  VEGF’nin Fonksiyonlar1 arasinda mitogenez,
anjiyogenez ve endotelyal sagkalim, arter, ven ve lenfatiklerden vaskuler endotel hiicrelerinin
biiyiimesini sagladigi gosterilmistir. VEGF endotelyal apoptozu engeller. Bu aktivitesine PI3
kinaz/Akt yolu aracilik eder. Ayrica VEGF endotel hiicresinde antiapopitotik Bcl-2 gibi
proteinlerin ekspresyonunu da indukler.Kemik iligi hiicreleri ve hematopoeze etkileri ilk olarak
monosit kemotaksisini destekledigi gosterilmistir. Grandlosit- makrofaj progenitér hiicrelerin
olgun alt kiimeleri ile koloni formasyonunu uyarir. B lenfosit hiicre iiretimini ve immatir
myeloid hiicrelerin iiretimini arttirir.}’#17918 Damar duvari gecirgenligi artis1 ve hemodinamik
etkileri VEGF vaskiiler sizintiy1 arttirdigindan vaskiiler gegirgenlik faktorii (VPF) olarak da
bilinir. Inflamasyon gibi patolojik olaylarin altinda yatan roliiniin de temel sebebi bu molekilin
permeabiliteyi arttirma aktivitesidir. VEGF Gen Ekspresyon Regilasyonu Mikrogevrede VEGF
salimmmini diizenleyen lokal hipoksinin destegi ile parakrin ve otokrin salimimla epidermal
blylme faktori, TGF-B, keratinosit buyume faktori, IGF-1, FGF ve PDGF; VEGF mRNA
ekspresyonunu upregule eder. Ayrica; IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinler bircok hiicrede
VEGF ekspresyonunu uyarir. Hormonlar; VEGF’yi uyaran diger bir faktordiir. TSH’nin(tiroid
stimlle edici hormon) tiroit karsinomunda VEGF’yi uyardigi gosterilmistir. ACTH nin insan
kiiltiir fetal adrenal kortikal hiicrelerde VEGF’yi uyardig1 gosterilmistir. VEGF; adrenal kortikal
anjiyogenezde lokal diizenleyici olabilir ve  ACTH’in tropik etkilerinden sorumlu mediator
olabilir. VEGF’nin ¢esitli yolaklar iizerinden gergeklestirdigi uyarilar ile, anjiyogenez igin gerekli
olan endotel hiicre proliferasyonu ve migrasyonu ile birlikte yasam oraninda artis meydana
gelir. 181182 (P13K: Fosfoinozitid 3-kinaz; Akt/PKB: Protein kinaz B; p38MAPK: p38 mitojen ile
aktive olan protein kinaz; (MEK): mitojen ve ekstraselller kinaz; Erk: Ekstraseliler diizenlenen
kinaz). Disiik fizyolojik VEGF-A miktarlar1 vasodilatasyon, antitromboz ve diiz kas hicre
proliferasyonunun baskilanmasi esnasinda iiretilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda angiogenik

ve vaskiilogenik etkiler i¢in ise daha fazla gereklidir. Atherogenez esnasinda VEGF-A miktarinin
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stirekli artmasmin biiyiiyen lezyonlarda hipoksi ve inflamasyona sekonder bir cevap olarak
olustugu ileri siirtilmistiir. VEGF-B, vaskiler endotel biytme faktori reseptori-1’e (VEGFR-1)
baglanarak monositlerin aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol oynar. Lenfatik damarlarin
olusmasinda (lenfanjiogenez) rol oynar. Ayni zamanda VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak

vaskiiler ve lenfatik endoteliyal hiicrelerde mitojenik etki de yapar.18

Matriks Metalloproteinazlar (MMP-2, MMP-9)

Matriks Metalloproteinazlar, ekstraselliiler matriks komponentlerini yikima ugratan ¢inko
ve kalsiyum bagimli nétral endopeptidazlardir. MMP-2, MMP-9, Tip IV, V, VII, X, Xl ve XIV
kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor proteinleri, myelin temel protein, fibronektin, fibrillin-1
gibi proteinleri yikma 6zelligine sahiptirler.'®'®q2 makroglobulin ve TIMP’lar tarafindan inhibe
edilirler. MMP-2, MMP-9, ESM yikimi, anjiogenez, doku remodeling ve hiicre migrasyonu
sureclerinde 6nemli rol oynarlar.'® Ayrica bir¢ok sitokin ve kemokin iizerinde etkileri vardir.
MMP-9, IL-8’1 pargalayarak daha potent IL-8 ortaya ¢ikmasini saglar. Yine TNF-a, TGF-f ve
IL-1B’y1 inaktif formdan aktif forma doniistlirir. MMP-9, VEGF’iin salinimini arttirarak
anjiogenezde rol alir. VEGF de MMP-2’nin Endotel hiicrelerinden salinimini arttirarak bazal
membran yikimina yol agar ve yeni damar olusumuna neden olur. Diger fonksiyonlar arasinda
kemigin yeniden yapilanmasi, yara iyilesmesi, embriyogenezis, anjiogenez, inflamasyon,
apoptozis, immun cevap gelisimi sayilabilir. MMP-2 ayn1 zamanda tip 1 kollajeni yikarak
ESM’in “remodeling” olayinda o6nemli rol tstlenir.’87188 MMP-2, TIMP-2, -3, -4 ve a2
makroglobulin tarafindan inhibe edilir. MMP-9, jelatin ve tip IV bazal membran kollajeni igin
substrat spesifiktir. Ayrica MMP-9 Tip Ill, Tip V kollajen, elastin ve fibronektini parcalar. MMP-
9, TIMP-1,-3,-4 ve 02 makroglobulin tarafindan inhibe edilir. MMP-2, MMP-9 ekstraselular
matriksi pargalayarak ve anjiogeneze sebep olan marklari artirarak anjiogeneze katkida bulunur.
Matriks metalloproteinazlar ESM parcgalayarak endotel hicrenin etraf dokuya gdégline neden
olarak, FGF-2, VEGF gibi diger anjiogeneze neden olan belirtegleri artirarak anjiogeneze neden

0|Uf.188’189’190
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Hipoksi ile Induklenen faktor — HIF-1a

HIF-1, hiicresel oksijen diisiisiine yanit veren major bir transkipsiyon faktorudur. Hipoksi
durumunda ilk olarak hipoksi ile induklenen factor 1(HIF-1) olusur. HIF-1 hipoksiya-induklenen
genlerin transkripsiyonlarini aktifleyerek eritropoietin, vascular endothelial buyime factor, heme
oxigenaz-1, inducible nitrik oksit sentetaz, ve glikolitik enzim aldolaz A, enolaz 1, lactat
dehidrogenaz A, fosfofructokinaz L, and fosfogliserat kinaz 1 sentezlenmelerini saglarlar. 1911%2
HIF bir nukleer proteindir ve hiicrenin oksijenlenmesinde 6nemli rol alir. HIF-1 proteini oksijen
tarafindan kontrol edilen HIF-1 alfa alt Unitesi ile hlcrede sirekli olarak ekspres edilen HIF-1
beta alt {initesinin biraraya gelmesiyle olusan bir heterodimerdir. HIF-1 tarafindan aktive edilen
40 tan fazla gen oldugu bilinmektedir. Oksijen konsantrasyonundaki degismeye bagli olarak HIF-
1 ile regule edilen genlerin transkripsiyonunda diizenlenmeler gerceklesir. Hiposiye hizli bir
sekilde cevap verebilmek icin hiicreler HIF-1 alfa proteini dizenli ve devamli olarak hipoksik
olmayan kosullarda da sentez ve elimine ederler . Hipoksik ortamda ise HIF-1 alfa yikim1 inhibe
olur ve miktar olarak artar. Hipoksik kosullar altinda HIF-1 alfa altlinitesi sitoplazmadan
cekirdege yer degistirerek HIF-1beta ile birleserek dimer olusturmaktadir. Cekirdekteki diger
kofaktorlerin de baglanmasi ile aktive olan HIF- DNA {izerinde hipoksi cevap elmani olarak
taminlanan 6zgiil diziye baglanarak hedef genlerin ekspresyonunu tetiklemektedir. Anjiogenez
birbirinden bagimsiz pek ¢cok mekanizmaya baghidir. Bu mekanizmalarin etkilesimiyle damar
duvarinda biitiinliigiin kaybolmasina,endotel hicrelerin dinlenme déneminden ¢ikmasina ve
proliferatif fenotip donemine neden olmaktadir. 1%31%1% Hipoksik ortamda diizeyi hizla artan
HIF-1 sayesinde endoten hiicrelerin izerinde gucli bir mitojenik etkisi olan vaskuler endoteilal
bliylime faktorii (VEGF) hiicrelerden salinarak anjiogenezi uyarmaktadir. VEGF aracili artmis
damar gecirgenligi ile matriks elemanlar1 ve proteazlar lokal bir alanda damar disina ¢ikarlar.
Endotel hiicreleri prolifere olur ve yeniden yapilanan matrikse dogru yonelerek i¢inden kanin
rahatca gegecebilecegi yapilar olustururlar. Bunlara ek olarak mezenkimal hiicrelerde prolifere
olurlar ve yeni damarlar etrafina go¢ edererk perisitlere doniisiirler. Hiicreler arasi iliskilerin
giiclenmesi ve yeni matriks elemanlarinin varligi ile yeni damarlar stabilize edilmektedir. HIF-1

alfa ekspresyonu arttig1 zaman flep sag kalimi artmaktadir,96:197:198
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Siklofilin A

Siklofilin A (CyPA) ilk kez immunsupressif ila¢ olan siklosporinin hticre igi reseptoru
olarak bulunmustur. CyPA;hiicre i¢inde, hiicre disinda, hiicre membrani ve organellerde bulunur.
Hiicreler arasi iletisimde immunmodiilatér olarak, gen transkripsiyonunda, protein katlanmasi,
hicre buyimesi ve farklilagsmasi ile normal hiicre fizyolojisinde etkin rol oynamaktadir.
.CyPA’nin protein katlanmasinda gorev alan peptidil-prolil izomeraz aktivitesi sayesinde cis-
trans izomerizasyonunu gerceklestirerek protein katlanmasini hizlandirdigi bildirilmistir'®*?% flk
basta Siklofilinlerle iliskili ¢alismalarin ¢ogunda hiicre i¢i fonksiyonlarini arastirilmistir.?’* Son
yillarda yapilan g¢alismalar, CyPA’nin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) cevaben damar diiz kas
hiicrelerinden salgilandigini ve hiicre disina salinan CyPA’nin monosit, nétrofil, eozinofil ve T
lenfositler igin guclu bir kemoatraktan oldugunu ortaya koymustur. CyPA sentez ve
sekresyonunun baglica uyaraninin ROS oldugu ve uyarimin Rhokinaz bagimli bir mekanizma ile
gerceklestigi gosterilmistir. ROS uyarisina cevap olarak CyPA ile etkilesiminin MMP’lerin
sentez ve salmmimm uyardig bildirilmistir.?®> Ekstraselliiler CyPA’nin (a) enflamatuvar
hicrelerden IL-6 sekresyonunu ve monositlerin makrofajlara donisiimiini uyardigi, (b)
enflamatuvar hicrelerde nikleer faktor-xB yolagini uyararak TNF-o, MCP-1, IL-8, IL-1B ve
MMP-9 ekspresyonlarini arttirdigi, (c) endotel hiicrelerinden VCAM-1, E-selektin gibi
proenflamatuvar sinyal molekiillerinin salinimini uyardigi, (d) damar diiz kas hiicrelerinde
ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (ERK1/2), Akt ve JAK yolaklarini stimiile ederek daha
fazla ROS iiretilmesine neden oldugu,(e) damar diiz kas hiicrelerinde MMPaz’larin
aktivasyonuna yol a¢tig1 ve proenflamatuvar hiicreler icin kemoatraktan 6zellige sahip oldugu
bildirilmistir.

Siklofilin-A damar diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini arttirdigi ve apoptozisi inhibe
ettigi gosterilmistir.?% CyPA’min damar diiz kas hiicrelerindeki etkilerini mitojenle aktiflenen
protein kinaz (MAPK) yolagr araciligi gosterdigi ve hiicre proliferasyonunu kontrol eden Ras-
bagimli ERK1/2’nin aktiflenmesini stimiile ederek sagladigi bildirilmistir 10 Siklofilin A
oksidatif stres durumunda, hipokside ve enfeksiyon gibi durumlarda sentezlenir. Siklofin—A
arttigi zaman apoptoz azalir. Kanser tedavisinde kulanulan ilaglar siklofilin-A’y1 azaltarak
apoptozisi artirirlar. Vaskuler endotel hiicrelerde Siklofilin-A antiapoptotik etki gostermektedir.

Hiicredis1 siklofilin-A Akt veNF-kB yolagini aktivleyerek antiapoptotik Bcl-2 sekresyonunu
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arttirir ve hiicre igi siklofinin-A proapoptotoik etki gosteren kaspaz 3’ii inhibe ederek apoptozu
Bnler.204205,206

Oksidatif Stres

Son yillarda oksidan ve antioksidan kapasite arasindaki iliski olduke¢a fazla irdelenmistir
ve bunlar arasindaki dengesizligin hiicre yikimindaki rolii daha fazla anlasilmistir. Ozellikle
hiicre i¢inde ekzojen ve endojen kaynakli olusan serbest oksijen radikallerin toksik a¢idan 6nemli
oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir?®’. Serbest oksijen radikallerinin kimyasal veya metabolik
olusumuna yol agan hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 kosullar, oksidatif stres olarak adlandirilir®®,
Hiicreler, SOR’nin zararli etkilerine karsi antioksidan savunma sistemleri ile korunurlar.
Oksidatif stres basit bir sekilde viicudun antioksidan savunmasi ile serbest oksijen radikal tiretimi

arasindaki dengesizlik olarak da tanimlanabilir®®.

Toplam Antioksidan Kapasite (TAS)
Plazma TAS duzeyi guvenilir bir oksidatif stres indeksidir. Serbest oksijen radikallerine
kars1 toplam plazma direncinin 6l¢ililmesini saglar. Yapilan ¢aligmalarda plazma TAS diizeyi ile

lenfosit DNA hasar1 arasinda ters iligki oldugu gdzlenmistir 21

Toplam Oksidan Kapasite (TOS)

TAS ile ayn1 yontemle 6lgiiliir. Bu sekilde organizmadaki oksidan kapasite tayin edilir.
Aktif oksijen driinlerinin, tampon mekanizmast olan antioksidanlari ve antioksidan enzimleri
asmas1 oksidatif strese neden olmaktadir.?*! Bu fenomen; asir1 reaktif oksijen iiriinlerinin {iretimi
veya antioksidan mekanizmanin eksikligi sonucu olusur. Bu reaktif oksijen trtinleri toksiktir ve
hiicrenin protein, lipid yapilar1 ve DNA’sina zarar verir. Damar endoteli de kismen bu durumdan

etkilenmektedir .212
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Bezmialem Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’nin destegi ile Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun onay1 alindiktan
sonra Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma Boliimii

laboratuvarinda gercgeklestirildi.

Gereg
Calismada kullanilan cerrahi geregler, sarf malzemeleri:
1- Temel cerrahi aletler (pens, penset, portegii, bistiiri sapi, bistiiri, vb.)
2- Steril enjektorler (0,5, 1, 2.5)
3- Steril cerrahi eldiven
4- Steril cerrahi gazli bez
5- Cizim kalemi
6- Mikro cerrahi aletler (mikroklemp, mikromakas, mikroporteg, vb.)
7- Tras bicagi
8- Povidone iodine
9- Cetvel
10- Ketamin baz (Ketalar®, Pfizer, New York, Amerika Birlesik Devletleri)
11- Ksilazin (Alfazyne® %2, Alfasan International BV, VVoerden, Hollanda)
12- Serum fizyolojik
13- Lazer dopler flowmetre (Perimed 5010; Perimed AB, Jarfalla, Sweden) ve doppler probu
(kiiclk diz prob 407-1; PeriMed AB, Jarfélla, Sweden) cihaz1
14- Nikon Eclipse E600 151k mikroskop.

Denekler, Barinma, Beslenme

Deney toplam 40 siganda yapildi. Denek olarak agirliklar: 250 -300 gr. arasinda degisen
40 adet Sprague Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Deney hayvanlari Bezmialem Vakif
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Hayvan ve Arastirma Merkezindeki hayvan (retim
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merkezinden temin edildi. Deney hayvanlari deney Oncesi ve sonrasi Bezmialem Vakif
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi ve Arastirma Boliimii laboratuvarinda, ortam isisi
20-24 OC olan ve 12 saat giin 15181 alan alanda barindirildi.Siganlar standart sican yemi ile

beslendi. Igme suyu olarak standart cesme suyu verildi.

Operasyona Hazirhk ve Anestezi

Deney hayvanlarininin anestezisi batin sol taraftan i.p.(intraperitoneal). Ketamin 100
mg/kg ve Xylasine 60 mg/kg yapilarak saglandi. Operasyonlara agrili uyarana yanit Kesildiginde
baslandi. Sicanlarin sag taraf karmn derileri uygun biiyiikliikte tras edildi, supin pozisyonda
operasyon masasina yatirildi, 6n ve arka ekstremiteleri operasyon masasina sabitlendi. Operasyon

yapilacak bolge %10'luk iyot ¢Ozeltisi antiseptik ile silinerek antisepsi saglandi.

Cerrahi Teknik

Uygun temizlik ve operasyon pozisyonunu takiben flep ¢izimi yapildi. Tim deneklerde
flep 1/3 superolaterali sabit alan lazer doppler akimmetre (LDF cihazi) (Perimed 5010; Perimed
AB, Jarfalla, Sweden) ve doppler probu (kiclk diz prob 407-1; PeriMed AB, Jarfalla, Sweden)
ile perfiizyonun degerlendirilmesi ve biyopsi alani amaciyla isaretlendi. Isaretli alanda LDF
kullanilarak cilt perfiizyonu degerlendirildi. Cizime uygun olarak yapilan insizyonu takiben
fasyaalti planda inguinal yagli doku, panniculus carnosus ve cilt dahil edilerek 3x3 cm
boyutunda adipokutandz flep disseke edildi.?*®2421> Ardindan, mikroskop altinda siiperfisial
inferior epigastrik arter ve ven, femoral arter ve venden dallandiklar1 yerden itibaren flebe kadar
diseke edilerek inferior epigastrik arter pedikilli ada flep olarak kaldirildi . Mikroskop altinda
uygun diseksiyonlar ile femoral arter ve ven ortaya konuldu. 15gr agirlik 5 dakika uygulayarak
vazospazm olusturuldu.?*®, Ardindan cilt perfiizyonunu degerlendirimek i¢in LDF yapildi. Daha
sonra mikroskop altinda femoral arter transekte edildi. 10/0 naylon sutiir ile femoral arterin ug
uca anastomozu yapildi. Anastomoz sonrasinda flep perfiizyonu isaretli alandan LDF ile tekrar
degerlendirildi. Sonrasinda flep eski yerine siiture edildi. Pansuman yapildi. Siganlarin herbiri

ayr kafeslere yerlestirildi.

32



Gruplarin Planlanmasi ve Calismanin Dizaym

e Grup 1: Damar anostomoz hattina 0,5 cc serum fizyolojik uygulanarak ug-uca anastomoz
yapildi.

e Grup 2: Damar anastomoz hattia 0,5 cc %10 magnezyum sulfat uygulanarak ug-uca anastomoz
yapildi.

e Grup 3: Femoral arter icerisinden flep icine 0,2 cc %10 magnezyum sulfat damar ici olarak
verildikten sonra ug-uca damar anastomozu yapildu.

e Grup 4: Femoral arter icerisinden flep icine 0,2cc %10 magnezyum sulfat damar ici olarak verildi

ve damar anastomozu hattina 0,5 cc %10 magnezyum sulfat uygulanarak ug-uca anastomoz

yapildi.
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Sekil-5 Gruplarin ssematik goriiniimii
Sonug¢landirma asamasi

7. glin tim gruplardak: sicanlar tarif edilen anestezi uygulanmasini ve hazirlig takiben

operasyon masasina alindi. Biitiin fleplerde LDF perflizyon degerlerine bakildi. Acland testi ile
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anastomoz patensi deger Olclldl. Tim deneklerden LDF ile perfiizon oOlgiimii amaciyla

isaretlenen alandaki dokudan 0.5 cm ¢apinda biyopsi alindu.
LDF ile Doku Perfiizyonunun Degerlendirilmesi Sonuglandirma Asamasi

Doku perfiizyonunun olgimii icin LDF® kullanildi. Doku perfiizyon degerlendirmesi
vazospazm Oncesinde, esnasinda, sonrasinda ve 7.giinde flep 1/3 siiperiolateralinde isaretli

alandan gergeklestirildi.

Doku Analizleri

7. gunde sicanlardan alinan doku Ornekleri tartilip, 1/5 oraninda soguk 0,15 M KCI
soliisyonu ile MP FastPrep Homojenizator ile homojenize edildi. Daha sonra +4 °C’de 10000 x
g’de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar1 ayrildi. Stipernatantlarda Damar endoteli kaynakli
blyime faktori (VEGF), Epidermal blyime faktori (EGF), Matriks metalloproteinaz-2
(MMP2), Matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9), Hipoksiyle induklenen faktér 1 alfa (HIF1a) ve
Siklofilin A (Cyclophilin A) ile toplam antioksidan kapasite (TAS) ve toplam oksidan (TOS)
diizeyleri 6l¢iildii. Protein tayini Bradford yontemi kullanilarak yapildi veya total protein igeren

elusyon -20 °C’de saklandi.

Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Elde edilen Orneklerdeki toplam protein konsantrasyonu Bradford protein tayini
(BioRad Protein Assay) ile élcildi. Oncelikle Sigir serum albumini Bovine Serum Albiimin
(BSA) kullanilarak 0 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.2mg/ml
konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Her bir eppendorf™a 4pl standart veya bilinmeyen
ornek ve 200ul ¢alisma ayiraci eklendi.Daha sonrasinda karanlik ortamda 5 dk olmak {izere
inkiibasyona birakildi. Olusan mavi renk goézlemlenerek 595 nm’de multiplak okuyucuda
(Varioskan Multireader, Thermo) ile 6lgiildii. Olusturulan standart egriye gore oOrneklerdeki

protein miktarlar1 hesapland.?!’
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SDS-PAGE ve Western Blotting ile MMP2, MMP9, VEGF, EGF, HIF1a ve Cyclophilin A
Proteinlerinin Tayin Edilmesi

Calisma dokulari i¢in 60 pg protein iceren homojenatlar 1 mM Tris-HCI, % 40 gliserol, %
8 SDS, % 20 2-R-merkaptoetanol, % 0.03 bromfenol mavisi iceren jel yikleme tamponu ile 1:4
oraninda sulandirildi ve 95°C*de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildi. Sonrasinda ise %5 yiikleme
(1 M Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0,05 (w/v) APS ve % 0,05 (w/v)
TEMED eklenerek pH 6.8“de hazirlandi) ve % 12 ayirma (1.5 M Tris-HCI, % 30 (w/v)
Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0.05 (w/v) APS, % 0.05 (w/v) TEMED eklenerek pH 8.8de
hazirlandi) jeline yiiklendi. 2 L elektroforez yiiriitme tamponu i¢inde 100 volt sabit akimda 1 saat
siirede proteinler ayristirildi (Biorad, Mini-PROTEAN 3 Cell). Protein molekiil agirlig
belirleyicisi ~ olarak  “Precision  Plus  Protein = Standards”  (Biorad)  kullanildi.
Ayristirllan  proteinler, immunoblotting ile ortam  sicakliginda 100  volt  sabit
akimda, 25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve % 20 v/v metanol igeren, pH 8.3lik
transfer tamponunda 2 saat sirede 0.2 pm kalinliktaki PVDF membrana
aktarildi (mini transblot elektroforetik transfer cell (BioRad)). Daha sonra membran ponceau S
boyasi ile muamele edilip proteinlerin transfer edildigi konfirme edildi, membran antikor ile tayin
edilene kadar PBS icerisinde +4 de birakildi. Antikor ile tayin i¢in ilk asama olarak membrandaki
baglanmamis yerler % 5 sut tozu-TBST ile 1 saat bloke edildikten sonra membran % 1 sut tozu-
TBST ile spesifik primer antikor ile ortam sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Baglanmamisg
antikorlarin PBST ile yikanmasindan sonra membran, 1/5000 oraninda sulandirilmis siganlara
kars1 gelistirilmis amplifiye horseradish peroksidaz (HRP) isaretli sekonder antikor ile 1 saat
inkiibe edildi ve yikandiktan sonra kemiluminesans kit ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell
Signaling) kemiluminesans bir reaksiyon gerceklestirildi ve olusan 1s1ma ile bantlarin gériinmesi
saglandi. Bant yogunluklar1 Vilber Lourmat Goriintiileme cihazi kullanilarak TIFF formatinda
saklandi. Tiim goriintiilerdeki bantlarin piksel yogunlugu “Image Programi® ile esit biiytikliikte

alanlarda sayildi.
Doku Toplam Anti-oksidan Kapasite (TAS) Analizleri

Toplam antioksidan durum élciimii Erel yontemine gore yapildi.?2° Yéntemin prensibi,

ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz ABTS formuna
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indirgemesine dayanir.! Standartlar, doku yerine 0 (standart 1) ve 1 (standart 2) milimolar Trolox
ekivalan/ litre (mmol Trolox Egq/L) konsantrasyonlarindaki standart cozeltileri kullanilarak
calisildi. Ikinci ve ilk Olgiimler arasindaki farktan absorbans degisimi (AAbs) hesapland.
Dokulardaki TAS diizeyleri (mmol Trolox Eq/L) kitte belirtilen agsagidaki formiille hesaplandi.

TAS = (AAbs standart 1)-(AAbs numune) / (AAbs standart 1)-(AAbs standart 2)

Toplam Oksidan Kapasite (TOS) Analizleri

Toplam oksidan durum 6l¢iimii 6l¢iimii Erel yontemine gore yapildi. Yontemin prensibi,
ornekteki oksidanlarin ferrdz iyon-selatdr kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan
ferrik iyonlarin asidik ortamda kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir®. Standart,
doku yerine 20 mikromolar hidrojen peroksit (H202) ekivalan/ litre (mmol H202 Eg/L) igeren
dilue standart ¢ozeltisi kullanilarak ¢alisildi. kinci ve ilk 6lciimler arasindaki farktan absorbans
degisimi (AAbs) hesaplandi. Dokulardaki TOS diizeyleri (mmol H2O, Eg/L) kitte belirtilen
asagidaki formiille hesaplandi.

TOS = (AAbs doku) / (AAbs standart) x 20

Oksidatif Stres Indeksi Analizi (OSI)
OSI = [(TOS, mmol H202Eqg. g1 protein) / (TAS, mmol Trolox Eq. gl protein)]

formaline uygun olarak verilerin analizi gergeklestirildi.

Anastomoz Patensi Degerlendirmesi

Damar anastomozu sonrasinda ve postoperatif 7. Gunde Acland testi ile damar patensi ile
anastomoz  hattindaki kanama makroskopik olarak  degerlendirildi.Damar  patensi

degerlendirilmesinde operasyon mikroskobu (Zeiss OpMi Vario) kullanildi.
Istatistiksel Degerlendirme
Bu c¢alismada parametreler arast analiz igin SPSS 17.0 surimi programi

kullanildi.Vazospazm Oncesi, esnasi, sonrast ve 7. giin LDF sonuglart ile 7. giin alinan doku
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orneklerinin biokimyasal inceleme sonuglart Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi.
p<0.05anlamli kabul edildi. Anlamli fark bulunan gruplar arasindaki karsilastirmalar icin ise
Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi ve p<0,0125 degeri anlamli kabul edildi.
Ayrica vazospazm Oncesi ile 7. giin perflizyon degerlerini ve vazospazm ve vazospazm sonrasi
perfiizyon degerlerini karsilagtirmak i¢in Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanildi ve p <0,05
anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Doku Perflizyonunun Degerlendirme Sonuglari

Grup 1’in doku perflizyonu degerlendirmek i¢in yapilan lazer doppler flowmetre sonuglart

tablo 1’de gosterilmistir.

Grupl Vazospazm Esnasinda Sonrasinda 7.gun DELTA
Oncesinde
D1 59,64 19,06 12,04 52,35 -7
D2 60,88 16,06 11,18 54,21 -6
D3 65,66 19,65 12,43 58,03 -7
D3 56,34 16,45 13,24 47,48 -9
D5 64,68 23,36 12,01 53,23 -9
D6 68,35 14,19 10,11 64,07 -4
D7 56,45 19,41 12,98 51,58 -5
D8 62,32 13,44 10,17 58,83 -4
D9 58,58 14,17 11,61 55,22 -3
D10 64,31 14,31 12,23 61,79 -3

Tablo-1. Grup 1’in LDF perfilizyon sonuglart.
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Grup 2’nin doku perfiizyonu degerlendirmek igin yapilan lazer doppler flowmetre

sonuglari tablo 2’de gosterilmistir.

Grup 2 Vazospazm Esnasinda Sonrasinda 7.gun DELTA
Oncesinde
D1 60,73 11,98 12,47 63,22 3
D2 56,15 17,18 21,88 58,36 2
D3 67,71 12,02 14,28 69,25 2
D4 62,99 13,85 15,32 67,35 5
D5 62,59 17,24 21,34 69,55 7
D6 57,63 11,07 13,89 61,32 4
D7 63,38 12,81 14,26 67,29 4
D8 62,67 11,08 13,72 65,87 3
D9 61,87 16,04 18,12 65,29 4
D10 63,36 19,89 23,72 69,83 6

Tablo-2. Grup 2’nin LDF perfiizyon sonuglari.

Grup 3’iin doku perfiizyonu degerlendirmek igin yapilan lazer doppler flowmetre

sonugclari tablo 3’de gosterilmistir.

Grup 3 Vazospazm Esnasinda Sonrasmda 7.gun DELTA
Oncesinde
D1 54,98 12,25 24,92 59,58 5
D2 63,76 19,43 24,07 67,94 4
D3 60,44 18,92 22,54 64,95 4
D4 61,67 9,15 13,39 64,47 3
D5 61,11 12,56 15,14 65,56 4
D6 56,87 11,24 16,43 61,49 5
D7 61,58 19,21 21,92 67,01 6
D8 62,32 15,57 18,27 66,48 4
D9 63,26 14,35 17,83 69,35 6
D10 65,16 26,79 29,53 68,59 3

Tablo-3. Grup 3’Un LDF perfiizyon sonuglari.
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Grup 4’iin doku perfiizyonunu degerlendirmek igin yapilan lazer doppler flowmetre

sonuclari tablo 4’de gosterilmistir.

Grup 4 Vazospazm Esnasinda Sonrasinda 7.gun DELTA
oncesinde

D1 62,11 19,33 25,17 75,77 13
D2 60,03 20,57 26,09 70,04 10
D3 59,47 17,79 22,38 64,69 5
D4 58,06 13,65 25,97 67,27 9
D5 63,26 19,21 26,31 71,14 8
D6 64,76 14,53 19,17 73,25 9
D7 58,08 10,74 17,56 65,71 7
D8 68,44 19,31 25,27 72,42 4
D9 56,06 12,34 22,73 62,91 6
D10 67,48 14,64 22,29 72,17 5

Tablo-4. Grup 4’ln LDF perfiizyon sonuglart.

Vazospazm oncesi doku perfiizyonu degerlendirme sonuglar1 grafik 1°de gésterilmistir.

Vazospazm Oncesi

65
64
63
62
61
60
59
58

1. grup 2. grup 3.grup 4.grup

Grafik-1. Vazospazm Oncesinin perfiizyon degerlerinin grafik olarak sunumu.
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Vazospazm esnasinda gruplar arasinda doku perfiizyonu degerlendirme sonuglar1 grafik 2’de

gosterilmistir.
Vazospazm Esnasinda
25
20
15
10
5
0
1. grup 2. grup 3.grup 4.grup

Grafik-2. Vazospazm esnasinda perflizyon degerlerinin grafik olarak sunumu.

Vazospazm sonrast doku perflizyon degerlendirme sonuglar grafik 3’te Grafik-3.

Vazospazm Sonrasinda

25
20
15
10 '
0

1. grup 2. grup 3.grup 4.grup

tn

Grafik-3. Vazospazm sonrasinin perfiizyon degerlerinin grafik olarak sunumu.
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7. gundeki doku perflizyon degerlendirme sonuglar grafik 4’te gosterilmistir

7. GUn

80

70

60

50
40
30

20

10

0

1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Grafik-4. 7. giin perfiizyon degerlerinin grafik olarak sunumu.

LDF ile elde edilen doku perfiizyon degerlerinin analizinde gruplar arasinda vazospazm
oncesi, esnasinda, sonrasinda ve 7. giin degerleri i¢in karsilastirma yapildi. Buna gore vazospazm
oncesi ve esnasindaki degerler i¢in gruplarda istatistiksel fark olusmadig1 gozlenirken vazospazm

sonrasi ve 7. giin degerleri igin anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05)(Tablo-5)

Vazospazm sonras1 ve 7. giin degerlerindeki anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini
saptamak ve gruplar arasi karsilagtirma yapmak amaciyla Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney

U testi uygulandi ve p< 0,0125 degeri anlamli kabul edildi.

Vazospazm sonrasi perfiizyon degerleri kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli
fark saptandi. Calisma gruplar1 arasinda da anlamli farklilik saptandi. En yiiksek perfiizyon

degerinin 4. grupta oldugu gozlendi .

7. glin perfiizyon degerleri kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlaml fark saptandi.
Caligsma gruplar1 arasinda da anlamli farklilik saptandi. En yiiksek perflizyon degerinin 4. grupta
oldugu gozlendi .
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arasindaki farki gostermektedir.

DELTA degeri ayn1 grup igerisinde 7. giin ile vazospazm Oncesi perflizyon degerleri

DELTA degerleri kontrol grubu ile diger gruplar arasinda anlamli fark saptandi. Calisma

gruplari arasinda da anlamli farklilik saptandi. En yuksek DELTA degeri 4. grupta gozlendi.

Gruplar aras1 perfiizyon degerlerinin

karsilastirilmasindaki

istatistiksel anlamlilik

Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapildi. Sonuglar tablo-5’de gosterilmistir.

Kruskal-Wallis

vazospazm oncesi

Esnasinda

Sonrasinda

7.gun

p degeri

0,966

0,000

0,000

Tablo-5. Gruplar arasi perfiizyon degerlerinin karsilastirilmasindaki

(Kruskal-Wallis varyans analizi).

U testi ile yapildi. Sonuglar tablo-6’da gdsterilmistir.

istatistiksel anlamlilik

Gruplar arasinda perfiizyon degerlerinin anlamliliginin degerlendirilmesi Mann-Whitney

Vazospazm sonrasi

7.gun

Delta

Grup 1&2 (1.179+1.058/1.689+4.052) (5.567+5.018/6.573+3.787) (-4,30+2,263/4,000+1,633)
(p = 0.000) (p = 0.001) (p = 0.000)

Grup 1&3 (1.179+1.058/2.040+5.031) (5.567+5.018/6.554:3.091) (-4,30+2,263/4,40+1.075)
(p = 0.000) (p = 0.001) (p = 0.000)

Grup 1&4 (1.179+1.058/2.329+3.045) (5.567+5.018/6.953+4.190) (-4,30+2,263/7.60+2.757)
(p = 0,000) (p = 0,000) (p = 0,000)

Grup 2&3 (1.689+4.052/2.040+5.031) (6.573+3.787/6.554+3.091) (4,000+1,633/4,40%1.075)
(p=0.082) (p = 0.705) (p = 0.436))

Grup 2&4 (1.689+4.052/2.329+3.045) (6.573+3.787/6.953+4.190) (4,000+1,633/7.60+2.757)
(p = 0,002) (p = 0,070) (p =0,003)

Grup 3&4 (2.0405.031/2.329+3.045) (6.554+3.091/6.953+4.190) (4,401.075/7.60+2.757)

(p = 0.096)

(p=0.041)

(p = 0.005)

Tablo-6. Perflizyon degerlerinin anlamliliginin degerlendirilmesi (Mann-Whitney U testi).

Ayrica grup ici perfiizyon degerlerinin zaman iginde degisiminin karsilastirilmasina
yonelik olarak; vazospazm Oncesi ile 7. gilin perfiizyon degerlerini ve vazospazm ve vazospazm
sonrast perflizyon degerleri icin Wilcoxon Signed Ranks Testi kullanildi ve p <0,05 anlamli
kabul edildi (tablo 4). Vazospazm Oncesi ile 7. giin ve vazospazm ile vazospazm sonrasi

degerlerin karsilastirilmasinda tiim gruplarda anlamli fark oldugu gézlendi. Kontrol grubunda
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perflizyonun azalmasina bagli negatif yonde degisim anlamli iken

perfiizyonun artigina bagli pozitif yonde anlamlilik saptandi.

Wilcoxon

SignedRanks Test

Vazospazm
ile—7. Giin

Vazospazm
esnasinda

sonrasi

oncesi

ille -

Kontrol

-0,005
(61,72+4,041/
5.567+5.018)
-0,005
(1,701:3,240/
1.179+1.058)

Damar Uizerine

0,005

(61,90+3,214/
6.573+3.787)

0,005

(1,431£3,073/
1.689+4.052)

Flep damar1
intrarterial

0,005

igine

(61,11+3,092/

6.554+3.091)
0,005

(1,594+5,221/

2.040+5.031)

calisma gruplarinda

Flep damari igine
intrarterial + damar
lzerine

0,005
(61,77+4,172/
6.953+4.190)
0,005
(1,621+3,440/
2.329+3.045)

Tablo-7. Grup ig¢i perfiizyon degerlerinin zaman i¢inde degisiminin karsilastiriimasi (Wilcoxon

Signed Ranks Test).

Biokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Grup 1’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglar1 Tablo-8’te gosterilmistir.

Grup 1
D1
D2
D3
D4
D5

D6
D7
D8
D9
D10

EGF

0,50212
0,50122
0,50617
0,49925
0,49932

0,49725
0,50141
0,48917
0,50528
0,50916

VEGF

0,49821
0,50632
0,48712
0,50332
0,48915

0,51171
0,48616
0,50626
0,50316
0,50331

MMP-2
0,30349
0,30499
0,30548
0,30365
0,30465

0,30399
0,30468
0,30564
0,30594
0,30469

MMP-9
0,25366
0,25587
0,24568
0,25687
0,25478

0,25698
0,25478
0,30564
0,24365
0,25478

HIF-1a
0,62547
0,63254
0,63254
0,63254
0,63254

0,63254
0,63254
0,63547
0,63254
0,62254

Siklofilin-A

0,22321
0,23523
0,24895
0,22987
0,24954

0,23523
0,24854
0,22621
0,23932
0,24083

Tablo-8. Grup 1’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglari.
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Grup 2’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglar1 Tablo-9°te gdsterilmistir.

Grup 2 EGF VEGF MMP-2 MMP-9 HIF-1a Siklofilin-A
D1 0,76914 0,76816 0,74698  0,70147  0,67854 0,58694
D2 0,77121 0,77321 0,73689 0,70254  0,66854 0,59654
D3 0,75232 0,76823 0,73356  0,70258  0,65873 0,60568
D4 0,76925 0,77416 0,72586  0,70221  0,67458 0,59874
D5 0,76114 0,75918 0,73674  0,70145 0,67458 0,60845
D6 0,75835 0,76418 0,72417 0,70238  0,66235 0,59654
D7 0,77526 0,77331 0,73146  0,70356  0,66569 0,58745
D8 0,77214 0,76424 0,72165 0,70245 0,65321 0,60874
D9 0,76717 0,77326 0,72587 0,70141  0,64258 0,58745
D10 0,76838 0,76831 0,73147 0,70224  0,65321 0,60876

Tablo-9. Grup 2’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglari.

Grup 3’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglar1 Tablo-10’da gosterilmistir.

Grup 3 EGF VEGF MMP-2 MMP-9 HIF-1a Siklofilin-A
D1 0,68112 0,70432 0,66874 0,56874  0,70145 0,43587
D2 0,65221 0,70921 0,67852 0,57896 0,71874 0,44578
D3 0,64616 0,69821 0,65987 0,57846 0,70124 0,42358
D4 0,69837 0,69326 0,67845 0,58796 0,69587 0,44587
D5 0,66616 0,70615 0,66987 0,57845 0,70124 0,45896
D6 0,68427 0,68935 0,65325 0,58645 0,70856 0,43558
D7 0,67319 0,71124 0,67584 0,57412 0,70369 0,44553
D8 0,68431 0,70925 0,67845 0,57654  0,71123 0,43258
D9 0,67214 0,71224 0,66587 0,57784  0,70985 0,43387
D10 0,68424 0,71423 0,67541 0,56897 0,7125 0,44786

Tablo-10. Grup 3°deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglari.
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Grup 4’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglari Tablo-11"te gosterilmistir.

Grup 4 EGF VEGF MMP-2 MMP-9 HIF-1a Siklofilin-A
D1 0,93425 0,87624 0,83654  0,88745  0,66873 0,66358
D2 0,95315 0,87426 0,84357  0,86547  0,66587 0,65987
D3 0,94536 0,86924 0,84541  0,87456  0,67845 0,66587
D4 0,94515 0,88615 0,85632  0,87412  0,65325 0,65358
D5 0,92228 0,87516 0,83214  0,86456  0,67258 0,66558
D6 0,94216 0,88432 0,84174  0,86521  0,66987 0,66547
D7 0,92331 0,86714 0,84562  0,88456  0,67452 0,65987
D8 0,94326 0,87926 0,83154 0,86325  0,66987 0,66985
D9 0,93515 0,86928 0,83789  0,86347  0,65871 0,66456
D10 0,94325 0,87631 0,84321  0,86447  0,66875 0,65698

Tablo-11. Grup 4’deki deneklerin biokimyasal degerlendirme sonuglari.

Gruplar arasinda biokimyasal degerlerinin degisiminin karsilastirilmasi grafik-5’de gosterilmistir.

> Protein Ekspresyonu - Western Blot

EGF VEGF MMP2 MMP9 HIFla Cyclophilin A

Grafik-5. Gruplar arasinda biokimyasal degerlerinin degisiminin karsilagtirilmasi.

Tim biyokimyasal parametrelerin Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapilan karsilastirma

sonucu anlamlilik tespit edildi. p degeri 0.05’den kiiciik oldugundan anlamli kabul edildi. EGF,
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VEGF, MMP-2, MMP-9, HIF-1 alfa, CYCLOPHILIN-A, TAS, TOS, OSI’ye ait veriler ve p
degerleri gosterilmektedir. Anlamliligin  hangi gruptan kaynaklandigini gostermek iizere
karsilastirma i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak elde edilen analiz

sonuglar1 asagida gosterilmistir.

EGF degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de ¢alisma

gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek EGF degerinin 4. grupta oldugu gézlendi.

VEGF degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de
calisma gruplart arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek VEGF degerinin 4. grupta oldugu

go6zlendi.

MMP-2 degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de
caligma gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek MMP-2 degerinin 4. grupta

oldugu gozlendi.

MMP-9 degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de
caligma gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek MMP-9 degerinin 4. grupta

oldugu gozlendi.

HIF-1 alfa degerlerinin analizinde de hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de
calisma gruplar arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek HIF-1 alfa degerinin 4. grupta

oldugu gozlendi.

Siklofilin-A degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de
calisma gruplart arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek Siklofilin-A degerinin 4. grupta

oldugu gozlendi.

Biokimyasal degerlerinin karsilagtirilmasinda  istatistiksel anlamlilik Kruskal-Wallis

varyans analizi ile yapildi. Sonuglar tablo 12°de gosterilmistir.

Kruskal- EGF VEGF MMP-2 MMP-9 HIF-1 alfa Siklofilin-A
Wallis
p degeri 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tablo-12. Biokimyasal degerlerinin karsilastirilmasinda istatistiksel anlamlilik.
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Gruplar arasinda karsilagtirma yapildiginda biokimyasal degerlerinin istatistiksel anlamlig1 Mann

Whitney U testi ile yapildi. Sonuglar tablo 13’de gosterilmistir.

Mann- EGF VEGF MMP-2 MMP-9 HIF-1alfa Siklofilin-A

Whitney U

testi

1&2 (0.501+0.005/0.766+  (0.499+0.008/0.768+  (0.304+0.000/0.731+  (0.2530.004/0.702+  (0.631%0.003/0.663+  (0.237+0.009/0.598%
0.007) 0.004) (p = 0.000) 0.007) (p = 0.000) 0.000) (p = 0.000) 0.011) (p = 0.000) 0.009) (p = 0.000)
(p = 0.000)

1&3 (0.501+0.005/0.674+  (0.499+0.008/0.704+  (0.304+0.000/0.670+  (0.253+0.004/0.577+  (0.631+0.003/0.706+  (0.237+0.009/0.440+
0.015) 0.008) (p = 0.000) 0.008) (p = 0.000) 0.006) (p = 0.000) 0.006) (p = 0.000) 0.010) (p = 0.000)
(p = 0.000)

1&4 (0501%0.005/0.938+0  (0.499+0.008/0.875+  (0.304+0.000/0.841%  (0.253+0.004/0.870+  (0.631+0.003/0.668+  (0.237+0.009/0.662+
.009) 0.006) (p= 0,000) 0.007) (p = 0,000) 0.009) (p = 0,000) 0.007) (p = 0,000) 0.004) (p = 0,000)
(p = 0,000)

2&3 (0.766+0.007/0.674+  (0.768+0.004/0.704+  (0.731+0.007/0.670+  (0.702+0.000/0.577+  (0.663+0.011/0.706+  (0.5980.009/0.440+
0.015) 0.008) (p = 0.000) 0.008) (p = 0.000) 0.006) (p = 0.000) 0.006) (p = 0.000) 0.010) (p = 0.000)
(p = 0.000)

28&4 (0.766+0.007/0.938+  (0.768+0.004/0.875+  (0.731+0.007/0.841+  (0.702+0.000/0.870+  (0.663+0.011/0.668+  (0.5980.009/00.662+
0.009) 0.006) (p = 0,000) 0.007) (p = 0,000) 0.009) (p = 0,000) 0.007) (p = 0,325) 0.004) (p = 0,000)
(p = 0,000)

3&4 (0.67440.015/0.938+  (0.704+0.008/0.875+  (0.670+0.008/0.841+  (0.577+0.006/0.870+  (0.706+0.006/0.668+  (0.440+0.010/0.662+

0.009)(p = 0.000)

0.006) (p = 0.000)

0.007) (p = 0.000)

0.009) (p = 0.000)

0.007) (p = 0.000)

0.004) (p = 0.000)

Tablo-13. Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda biokimyasal degerlerinin istatistiksel

anlamligi (Mann Whitney U testi)
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Oksidatif Stres Belirteclerinin Degerlendirlime Sonuclari

Grup 1’in oksidatif stres belirte¢ degerleri tablo 14’de gorterilmistir.

Grupl TOS TAS osi

D1 3,793221 0,576638 6,578169
D2 4,178592 0,557604 7,493829
D3 4,306756 0,613317 7,277541
D4 3,920282 0,559736 5,84381
D5 3,697377 0,724214 7,105365
D6 4,220269 0,684511 4,319073
D7 3,056458 0,513037 5,759311
D8 4,223548 0,632548 4,564843
D9 4,012357 0,785642 5,325547
D10 4,135864 0,523659 6,354766

Tablo-14. Grup 1’in oksidatif stres belirte¢ degerleri.

Grup 2’nin oksidatif stres belirte¢ degerleri tablo 15’de gosterilmistir.

Grup 2 TOS TAS 0si

D1 3,596743 0,86223 4,781278
D2 3,810669 0,961192 3,964523
D3 2,553412 0,936496 4,011667
D4 3,833337 0,947828 3,658363
D5 3,969765 1,071354 3,705371
D6 3,304134 0,970014 3,087933
D7 2,979524 0,834452 3,570642
D8 3,687513 0,935876 4,235479
D9 3,265898 0,835479 3,254793
D10 3,968754 0,987546 4,325795

Tablo-15. Grup 2’nin oksidatif stres belirte¢ degerleri.
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Grup 3’iin oksidatif stres belirte¢ degerlerinin sonuglari tablo 16’da gosterilmistir

Grup 3 TOS TAS 0si

D1 3,56653 1,311229 3,913977
D2 3,281657 0,639306 6,697354
D3 3,307789 1,163843 3,431875
D4 2,910587 1,291678 4,919206
D5 3,152383 1,164244 4,306361
D6 3,993253 1,01353 3,939946
D7 3,423326 0,918758 3,726036
D8 3,061528 0,956046 4,666635
D9 3,988167 0,611664 4,885304
D10 3,169854 0,842399 4,986457

Tablo-16. Grup 3’iin oksidatif stres belirte¢ degerleri.

Grup 4’lin oksidatif stres belirte¢ degerleri tablo 17°de gosterilmisdir.

Grup 4 TOS TAS osi

D1 3,562461 1,001028 3,558803
D2 2,952653 0,968382 3,84269
D3 3,510175 1,304514 2,690792
D4 2,452849 1,078369 2,274591
D5 2,676851 1,074769 3,421062
D6 1,371148 1,350029 2,497093
D7 2,816611 0,980556 3,745866
D8 2,853817 1,156266 2,872338
D9 1,964827 0,991869 3,994615
D10 2,654236 1,235479 2,854626

Tablo-17. Grup 4’iin oksidatif stres belirte¢ degerleri.
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Toplam oksidan kapasite degerlerinin sonuglar1 grafik-6’da gosterilmisdir.
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Grafik-6. Toplam oksidan kapasite degerlerinin grafik olarak sunumu.

Toplam antioksidan kapasite degerlerinin grafik-7’de gosterilmisdir.
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Grafi-7. Toplam antioksidan kapasite degerlerinin grafik olarak sunumu.
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Oksidatif Stres indeksi degerlerinin sonuglar grafik-8’de gosterilmisdir.
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Grafi-8. Oksidatif Stres indeksi degerlerinin grafik olarak sunumu.

TOS degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de galisma gruplari

arasinda anlamli farklilik saptandi. En diisiik TOS degerinin 4. grupta oldugu gézlendi.

TAS degerlerinin analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de galisma gruplari
arasinda anlamli farklilik saptandi. En yiiksek TAS degerinin 4. grupta oldugu gozlendi.(Tablo-
19)

OSI toplam oksidatif kapasitenin toplam antioksidan kapasiteye oranidir.OSI degerlerinin
analizinde hem kontrol grubu ile diger gruplar arasinda hem de ¢alisma gruplar1 arasinda anlamh

farklilik saptandi. En diisiik OSI degerinin 4. grupta oldugu gozlendi:.

Oksidatif stres belirteglerinin istatistiksel anlamliligi Kruskal-Wallis varyans analizi ile

degerlendirildi. Sonuclar tablo-18’de gosterilmisdir.

Kruskal-Wallis TOS TAS oSl
p degeri 0,000 0,000 0,000
Tablo-18. Oksidatif stres belirteglerinin istatistiksel anlamlilig1 (Kruskal-Wallis varyans analizi).
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Gruplar arasinda oksidatif stres belirte¢ degerlerinin karsilagtirilmast Mann Whitney U

testi ile yapildi. Sonuglar tablo 19’da gosterilmistir.

Mann-Whitney U testi

TOS

TAS

(ON]]

Grup 1&2 (3.954+0.373/3,4960.465) (0.617+0.089/0.934+0.073) (6,062+1,101/3,859+0.511)
(p = 0.016) (p = 0.000) (p = 0.000)

Grup 1&3 (3.954+0.373/3,38520.367) (0.617+0.089/0.991+0.247) (6,062+1,101/4,547+0.932)
(p = 0.008) (p = 0.001) (p = 0.008)

Grup 1&4 (3.954+0.373/2,681+0.655) (0.617+0.089/1,114:0.140) (6,062+1,101/3,175:+0.610)
(p = 0,000) (p = 0,000) (p = 0,000)

Grup 2&3 (3,496:+0.465/3,385+0.367) (0.934+0.073/0.991+0.247) (3,859+0.511/4,547+0.932)
(p = 0.545) (p = 0.450) (p = 0.070)

Grup 2&4 (3,4960.465/2,681+0.655) (0.934+0.073/1,114+0.140) (3,859+0.511/3,175+0.610)
(p = 0,005) (p = 0,001) (p=0,023

Grup 3&4 (3,385+0.367/2,681:+0.655) (0.9910.247/1,114+0.140) (4,547+0.932/3,175+0.610)

(p = 0.008)

(p=0.257)

(p=0.002)

Tablo-19. Gruplar arasinda oksidatif stres belirte¢ degerlerinin karsilastiriimas: (Mann Whitney
U testi).

Patensi ve Nekroz Degerlendirilmesi

Acland testi ile anostomoz sonrast ve 7. giin yapilan patensi degerlendirmesinde tiim
gruplarda anastomozlarin patent oldugu ve patensi farki olmadig1 gézlendi. Damar patensi, arter
anastomoz hattinin 0.5 cm distalinden damar kesilip kan akimi goriilerek tespit edildi. Tim
grublarda tiim anastomozlarda distale gecis saptandi ve anastomoz hattinda trombiis saptanmadi.
Topografik degerlendirmede deneklerin higcbirinde makroskopik olarak flep nekroz alam

saptanmada.
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TARTISMA

Dogru mikrocerrahi tekniklerin uygulanmasi trombozis riskini ve serbest flep kayiplarini
azaltir. Ameliyat esnasinda vazospazm onceden bilinemez ve vazospazm serbest doku nakillerinin
basarist icin kritik dneme sahiptir. Adventisyanin soyulmasi, vaskuler lumenin dilate edilmesi,
topikal vazodilatatorler veya spazmolitik ajanlar uygulamas: ile vazospazm giderilebilir.?18219

Vazospazma sekonder olarak olusan iskemi-reperfiizyon hasarini 6nlemek icin vazospazm
gelisimini 6nlemek veya siiresini kisaltmak gerekir.??’ Vazospazmi ¢ézmek igin farkli yontemler
ve ilaglar kullanilir.??! Spazm hem anastomoz sirasinda hem de anastomoz sonrasi engellenmeye
calisiimalidir.??? Bu nedenle farmokolojik ajanlarm (lidokain, nikardipin, verapamil, nifedipin,
sodyum nitroprussid, and hidralazin, papaverin, pentoksifilin, magnezyum sulfat, fentolamin ve
Klorpromazin) kullanimi, rejyonel blok, sempatektomi, hastanin isitilmasi gibi bir¢ok yontem
gelistirilmis olsa da etkinlikleri literatiirde tartismalidir.??3

Sempatektominin vaskiiler tonusu azaltarak mikrodolasimi arttirdign gozlenmistir.?%*
Ayrica epidural anestezide sempatik sistem bloke edilmekte ve kan dolasimi artmaktadir.
Brakiyal pleksus blogu yapildiktan sonra radial arter Gzerindeki sempatik etkinin ortadan
kalkmas1 sonucu damarda dilatasyon gézlenmistir. Tiim bu islemlerde damar ve etrafina yonelik
invaziv girisimler yapildigindan dolayr morbidite riski icermektedir.?® Diger taraftan deneysel
calismalar ve klinik gozlemler gostermistir ki sempatektomi sonrasi asir1 vazokonstriksiyonla
karakterize denervasyon siipersensitivitesi gelisebilmektedir.?262?" Bu rebaund etki; bu yontemin
vazospazmda kullanimini tartigilir kilmaktadir.

Calismamizda 7. giin perfiizyon ve biyopsi sonuclarimizda ise herhangi bir rebaund etkiyi
isaret eden bulgu saptanmamistir. Magnezyum silfatin erken dénem etkisi vazospazm sonrasi
doku perfiizyon degerinde artis olmasi ile gosterilirken; uzun dénem etkisi 7. giinde yapilan
degerlendirmelerde calisma gruplarinda kontrol grubuna oranla flep perfizyon ile anjiogenez
degerlerinin artmasi ve apoptoz ile oksidatif stres degerlerinin azalmasi ile gosterilmis oldu.

Norotoksin uygulamasi ile damar ¢apinda artis oldugu gosterilmis ve daha yliksek patens
oranina ulasildig1 saptanmistir.??® Fakat bildigimiz {izere ndrotoksin uygulamasi asetil kolin
salimini inhibe ederek etki gosterdigi i¢in daha ge¢ donemde etki gostermektedir. Bu nedenle

norotoksin uygulamasi acil durumda uygulanamaz ve ameliyat esnasinda kullanimi durumunda
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fayda vermesi beklenmez. Bu yiizden de teorik olarak sadece secilmis vakalarda elektif ameliyat
oncesinde uygulanabilir. botulinium toksin c¢evre dokulara yayilabilir, bu nedenle anastomoz
bolgesinde cevre kaslara difiize olmak suretiyle istenmeyen kas paralizilerine yol acabilir.

Beekman ve ark. lidokainin vazodilatasyon etkisinin doz bagimli oldugunu
belirtmislerdir.??® Yiiksek dozda lidokainin vazospazma yonelik etkisi gdsterilmis olup doza baglh
toksisite olusumu kullanimini sinirlamaktadir. Diisiik doz lidokain kullaniminda ise vazospazma
etkisi sinirli olabilecegi gibi vazospazmi diizeltemedigi veya vazospazm siiresinin uzamasina
yonelik etki gosterdigi de bildirilmistir.

Nifedipin ve verapamil, kalsiyum kanal blokaji olusturarak vazodilatasyon yapar.?°
Verapamil nifedipine oranla vazodilatasyonda daha etkindir fakat kardiyak yan etkileri
mevcuttur.?*! Kalsiyum kanal blokorlerinin terapétik doz arahig: diisiiktiir. Magnezyum siilfatin
doz aralig1 ise genistir. Dolayisiyla bu Ozellik ona genis bir doz araliginda klinik uygulama
olanagi saglar.

Hyza ve ark.nin yaptig1 ¢alismalarda magnezium silfatin vazospazm siiresini azalttigi ve
flep deri adas1 perfiizyonunu arttirdigimi gosterilmistir.?*22® Ayni ¢alismada sadece pedikiil
Uzerine magnezyum silfat uygulama yapilmisti. Bu yontem ¢alismamizin 2. grubuna denk
gelmektedir. Caligmamizda Hyza ve ark calismasindan farkli olarak, magnezyum siilfat, hem flep
damar1 igine intraarteriyal olarak,hem de damar Uzerine uygulandi. Bu sekilde magnezyum siilfat
uygulamasinin flep perfiizyonuna, anastomoz iizerine ve dolayisiyla flep fizyolojisine etkisi
degerlendirilmistir. Sonuglarimiza gore her iki bolgeye ilag uygulandiginda flep perfiizyonunda
anlamli derecede arttigi ve biyokimyasal olarak degerlendirilen anjiogenezis, apoptoz ve
oksidatif stres belirtegleri ile de anlamli fark olustugu saptandi. Bu sonu¢ magnezyum siilfatin
hem damar i¢i hem damar iizerine uygulanmasmin sinerjestik etki gdosterebildigini veya
vazospazmin sadece anastomoz hattinda degil; ayn1 zamanda flep i¢inde arterioler sistemde de

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hyza ve ark. flep perfizyonu igin sadece vazospazm sonrasi magnezyum siilfat
uygulamasi ile olusan etkisini arastirmisti. Caligmamizda ise farkli olarak deri perfiizyonu
degerlendirmesi vazospazm Oncesi, esnasinda, sonrasinda ve 7. Giin (sakrifikasyon oncesi)

yapildi. Bu sekilde anastomoza etkisi ve flep dolasimina etkisi birlikte degerlendirilebilmesi i¢in
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yeni bir model olusturuldu. Ayn1 zamanda bu model klinik serbest doku aktarimlarindaki
vazospazmi simule etmeyi de amaclamustir. Oyle ki; vazospazm esnasi ile sonrasi perfiizyon
degerlerinin karsilastirilmast ile magnezyum silfat uygulamasinin akut etkisi ve dolayisiyla
anastomoza etkisini degerlendirilmistir. Vazospazm Oncesi ile 7. Gilin perfiizyon degerleri
karsilastirilmast ile de magnezyum sulfat uygulamasinin uzun siireli etkisi ve dolayisiyla flep

fizyolojisine etkisi degerlendirilmistir.

Literatirden farkli olarak calismamizda EGF, VEGF, HIF-1 alfa, MMP-2, MMP-9,
siklofilin-A, TAS, TOS, OSI belirtecleri degerlendirdldi. 4. grupta yiiksek perfiizyon degerlerine
paralel olarak hiicre apoptozunu, proliferasyonu, migrasyonu, anjiogenezi gosteren (EGF)
degerleri, hiposiye yanit olarak yikselerek anjiogenezi gosteren HIF-1 alfa ve VEGF degerleri ile
hiicre farklilasmasi, hiicre migrasyonu, anjiogenezi gosteren MMP-2 MMP-9, apoptozu gosteren
Siklofilin A degerleri yiiksektir.24?® Literatuirde siklofilin a diizeyi ile apoptoz arasinda ters
orantilt iligki gosterildigi lizere ¢alismamizda da en yiiksek siklofilin a diizeyi 4. Grupta, yani
perfiizyonun ve anjiogenezin en yiiksek oldugu grupta, saptanmustir.?623” TAS degerleri de 4.
grupta ayni dogrultuda yiiksek saptanmistir. Bu sonuglarin birbiri ile uyumlu olmasi ¢alismanin
tutarliligini desteklemektedir. Bununla birlikte, oksidatif stresi gosteren toplam oksidatif kapasite
(TOS) ve oksidatif stres indeksi (TOS/TAS=0SI) 4. Grupta en diisiik seviyede tespit edilmistir.
Bu sonuclara gére hem damar Uzerine hem de intraarteryel yolla flep icine magnezyum sulfat
uygulamasinin anjiogenezi arttirarak, oksidatif stresi ve apoptozu azaltarak flep fizyolojisine ve

sagkalimima olumlu yonde etki ettigi sylenebilir. 23823

Perflizyon degerlendirmesindeki DELTA degeri en yiiksek 4. grupta saptanmasi en etkin
tedavi grubunun 4. grup oldugunu desteklemektedir. TOS ve TAS degerlerinin analizinde en
diisik TOS degeri 4. grupta en yiiksek TAS degeri 4. grupta olmasi da magnezyum sulfat
uygulamasinin en etkin tedavi yontemi oldugunu ve oksidatif stresi azalttigi, flep perflizyonunu

artirdig soylenebilir.

Yukarida da belirtildigi iizere ¢alismamizda anjiogenez, oksidatif stres, apoptoz ve
perfiizyona iliskin ¢ok sayida parametre degerlendirilmistir. Parametrelere iliskin sonuglarin

birbiri ile uyumlu olmasi c¢aligmanin tutarliligini destekledigi gibi ayni zamanda bu
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parametrelerin diger flep sagkalimi, iskemi-reperfiizyon hasar1 veya vazospazma yoOnelik

calismalarda da kullanilabilecegini isaret etmektedir.

Acland testi ile anastomoz sonrasi ve 7. giin yapilan patensi degerlendirmesinde tim
gruplarda anastomozlarin patent oldugu ve patensi farki olmadig1 gézlendi. Bu durum ayni1 cerrah
tarafindan anastomozlarin yapilmasindan kaynaklanabilir. Veya patensi degerlendirmesinin
anastomozdaki vazospazmi gostermekte yetersiz kalabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde de
vazospazma ilgili ¢alismalarda patensi testi yerine damar ¢apinin degerlendirildigi bildirilmistir.

Anastomoza iligkin bir histopatolojik degerlendirme ¢alismamizin konusuna dahil edilmemistir.

Bu ¢alismada vazospazm tedavisinde kullanimi arastirilmis olan magnezyum sulfatin flep
fizyolojisi ve perflizyonundaki etkileri arastirilmistir. Bu nedenle nispeten kii¢iik boyutlu bir flep
tercih edilmistir ve flep nekrozuna dair topografik degerlendirme yapilmamistir. Yine de asiri
genigletilmis boyutlu fleplerin kullanimi ile flep sagkalimi ve nekroz boyutuna etkisi ayri Dbir

calismanin konusu olarak degerlendirilebilir.

Calismada ilag etkilesimlerini 6nlemek i¢in magnezyum silfat disinda antikoagiilasyon ve
antiagregan ila¢ kullanilmamistir. Damar anastomozunda ve flep aktarimi sonrasinda siklikla
kullanilan antiagregan ve antikoagiilasyon ilaglar1 ile vazpospazmi 6nleyen magzyum silfat gibi

ajanlarin birlikte kullaniminin etkileri ayr1 bir ¢alisma konusudur.
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SONUGC

Bu c¢alismada magnezyum siilfatin hem damar iizerine hem de intraarteryel yolla damar/
flep i¢ine uygulandiginda tek basina damar iizeri veya i¢i uygulamasina gore flep perfiizyonu ve
anjiogenezi daha fazla arttirdigi, apoptoz ve iskemi-reperflizyon hasarini daha fazla azalttig
gosterilmektedir. Bu nedenle vazospazma yonelik tedavinin sadece anastomoz hattinda degil flep
igcinde de etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Magnezyum siilfatin hem erken hem de ge¢ donem
etkin olmasi1 onun serbest doku nakillerinde kullaniminin 6niinii agmaktadir.

Damar anastomozunda ve serbest doku nakillerinde antikoagtlan ve antiagregan ilaglar
siklikla kullanilmakta iken vazospazmi engelleyen ilaglar klinikte nadiren kullanilmaktadir.
Magnezyum sulfatin hem erken hem de ge¢ donem etkin olmasi onun kullanimi ile serbest doku
nakillerinde doku sagkaliminin arttirilabilecegini diistindiirmektedir. Bu uygulamanin giivenle
klinikte kullanimi i¢in magnezyum sulfatin biiyiik boyutlu fleplerde ve farkli doz titrelerinde

uygulanan ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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