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OZET

SICAN FEMORAL ARTER MiKROVASKULER ANASTOMOZ
MODELINDE GLUTATYON VE N-ASETILSISTEIN’IN PERIiVASKULER
INFLAMASYON UZERINE ETKIiLERI

Giris: Mikrovaskiiler anastomoz plastik cerrahi pratiginde siklikla kullanilan
bir tekniktir. Mikrovaskiiler anastomoz sonrasi anastomoz basarisinin artirilmast
amaciyla birgok madde mikrovaskiiler anastomoz modelleri {lizerinde denenmistir.
Glutatyon(GSH) ve N-Asetil sistein(NAC)’in flep sagkaliminda, oksidatif stres ve
endotel fonksiyonlar1 iizerinde olumlu etkilerini gosteren literatiir calismalar
mevcuttur. Bu ¢alismada Glutatyon ve N-Asetil Sisteinin mikrovaskiiler anastomoz
sonrasinda damar patensi, trombiis formasyonu, damar duvari ve perivaskiiler alandaki

etkileri incelenmistir.

Gerec ve Yontem: Calismamiza yaslar 4 ile 6 ay arasinda degisim gosteren
200-350 g agirhginda Wistar - Albino tipi disi siganlar dahil edildi. Istatistiksel gii¢
analizi yapilmasi sonrasinda 24 adet sican her grupta rastgele 8 adet sigan olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Siganlarin sag femoral arter kesisi olusturuldu. Takiben aralikli
basit dikisler kullanilarak mikrovaskiiler anastomoz gergeklestirildi. Operasyon
sonrasindaki 7. giinde siganlar tekrar opere edilerek anostomoz patensleri
degerlendirildi ve histopatolojik oOrneklerin alinmasini takiben sakrifiye edildi.
Histopatolojik olarak perivaskiiler inflamasyon, adventisyal inflamasyon, adventisyal
fibrozis, medial nekroz, intimal hiperplazi, endotel biitiinliigii ve intimal hiperplazi

degerlendirildi.

Bulgular: Perivaskiiler inflamasyon, adventisyal inflamasyon NAC + GSH
verilen grupta anlamli olarak daha az bulundu. Endotel biitiinliigliniin NAC + GSH
verilen grupta anlamli olarak daha iyi saglandig1 gzlemlendi. Medial nekroz NAC +
GSH verilen grupta anlamli olarak daha az saptandi. Adventisyal fibrozis, intimal
hiperplazi ve trombiis varlig1 gruplar arasinda anlamli farklilik géstermemistir. Patens

orani, klemp siiresi ve deneklerin agirliklar1 arasinda anlamli farklilik bulunmadi.

X



Patens mevcut olan deneklerde trombiis oran1 anlamli olarak diigiik saptandi. Patens
mevcut olan deneklerde medial nekroz ve perivaskiiler inflamasyon anlamli olarak

daha az bulundu.

Sonu¢: Bu bulgular, Glutatyon ve N-Asetil sisteinin antioksidan ve
sitoprotektif etkileri sayesinde anastomoz hattinda daha az inflamasyon ve daha hizli
endotelizasyon saglanabilecegini diislindiirmiistiir. Calismamiz, klinikte sik kullanilan
NAC ve Glutatyonun mikrovaskiiler anastomoza etkileri iizerine yapilacak klinik veya

deneysel caligmalarda arastirmacilara bir fikir saglayabilir.

Anahtar Sézciikler: Glutatyon (GSH), N-Asetil sistein (NAC),

Mikrovaskiiler Anastomoz



ABSTRACT

Aim: Microvascular anastomosis is a frequently used technique in plastic
surgery practice. Many substances have been tested on microvascular anastomosis
models to increase anastomosis success after microvascular anastomosis. There are
literature studies showing the positive effects of glutathione (GSH) and N-Acetyl
cysteine (NAC) on flap survival, oxidative stress and endothelial functions. In this
study, the effects of Glutathione and N-Acetyl Cysteine on vascular patency, thrombus
formation, vascular wall and perivascular area after microvascular anastomosis were

examined.

Materials and Methods: Wistar - Albino type female rats weighing 200-350
g, aged between 4 and 6 months, were included in our study. After statistical power
analysis, 24 rats were randomly divided into three groups, with eight rats in each
group. The right femoral artery of the rats was used. Subsequently, microvascular
anastomosis was performed using simple interrupted sutures. On the 7th day after the
operation, the rats were operated again, their anastomosis patency was evaluated, and
they were sacrificed following the collection of histopathological samples. In
histopathological evaluation perivascular inflammation, adventitial inflammation,
adventitial fibrosis, medial necrosis, intimal hyperplasia, endothelial integrity and

intimal hyperplasia were evaluated.

Results: Perivascular inflammation and adventitial inflammation were
significantly less in the NAC + GSH administered group. Endothelial integrity was
achieved significantly better in the NAC + GSH administered group. Medial necrosis
was detected significantly less in the NAC + GSH administered group. The presence
of adventitial fibrosis, intimal hyperplasia and thrombus did not show any significant
difference between the groups. There was no significant difference between the
patency rate, clamp duration and weights of the subjects. The thrombus rate was
significantly lower in subjects with patency. Medial necrosis and perivascular

inflammation were significantly less in subjects with patency.
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Conclusion: It has been suggested that glutathione and N-Acetyl cysteine may
provide less inflammation and faster reendothelialization in the anastomosis, thanks to
their antioxidant and cytoprotective effects. This study may provide an idea to
researchers in future clinical or experimental studies on microvascular anastomosis

using NAC and Glutathione, which are frequently used in the clinical practice.

Key words: Glutathione (GSH), N-Acetyl cysteine (NAC), Microvascular

Anastomosis
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1. GIRIS VE AMAC

Glintimiiz plastik cerrahi disiplininde mikrovaskiiler cerrahi yontemlerin
kullanimi klinik bir gereklilik olarak varligin1 = siirdiirmektedir. Ameliyat
mikroskobu ve 6zel mikrovaskiiler cerrahi aletlerin kullanimi sayesinde hem
serbest doku nakilleri yapilabilmekte hem de damar ve sinir yaralanmalari
onarilarak tedavi edilebilmektedir(1). Fakat mikrovaskiiler ameliyatlarin basarili
olarak gergeklestirilebilmesi i¢in 6zel ekipmanlarin yaninda bu ekipmanlarin
kullanimimi da igeren 6zel cerrahi teknikleri uygulama becerisi gerekmekte ve
mikrocerrahi teknik becerileri kazanmak icin yogun ve zahmetli bir egitim siireci
gecirilmektedir. Bu nedenle mikrocerrahi tekniginin gelistirilmesi, daha hizli ve
daha hatasiz sekilde uygulanmasi {izerine ¢alismalar devam etmektedir(2,3).

Mikrocerrahi teknikte yasanan gelismeler sonucunda serbest doku nakli
%90 ve daha tlizerindeki oranlarda basar1 ile yapilabilir duruma gelmistir.
Stipermikrocerrahi ve ‘perforatdr perforatore serbest doku nakli’ kavramlari
giinlimiizde gelismeye devam etmekte, bu sayede distal parmak amputasyonlari,
lenfodem gibi hastaliklar tedavi edilebilmekte ve kisisellestirilmis ve daha az
morbiditeye yol agan rekonstriiksiyon segenekleri ortaya konabilmektedir(4,5).

Teknik ilerlemeler ile mikrovaskiiler cerrahide anastomoz basarisi yliksek
oranda arttirilmis olsa da travmatik amputasyonlarin tedavi basarisi travmaya baglh
nedenlere gore yine yiiksek oranda degiskenlik gostermektedir(6). Ayn1 zamanda
travmatik amputasyon sonucu hastaya veya amputatin durumuna gore
replantasyona uygunluk degerlendirilmesi ve replantasyonun miimkiin olan en kisa
zamanda gergeklestirilmesi kritik 6nem arz etmektedir(7).

Mikrocerrahi anastomozlar esnasinda karsilasilabilecek sorunlardan bir
digeri de aterosklerotik damarlardir. Ozellikle ileri seviyede ateroskleroz
mikrovaskiiler anastomoz basarisim1 etkileyebilir(8). Her mikrovaskiiler
anastomozda  oldugu  gibi  aterosklerotik = damarlarin  intraoperatif
manipiilasyonlarinda dikkatli ve nazik davranilmalidir. Aterosklerotik damarlarin
anastomoza hazirlanmas1 esnasinda aterosklerotik plaklar yalancit liimen
formasyonu olusturabilir veya plak iizerindeki diizensizlikler liimen icine flep

seklinde uzanarak tromboza neden olabilir. Bu nedenle arter giyotin tarzinda degil,



yavasea sirkumferansiyel olarak kesilmeli, arteryel u¢larin diizgiin oldugu ve liimen
icine sarkan intimal fleplerin olmadig: teyit edilmelidir. Mikrovaskiiler klempler
kullanilacaksa, aterosklerotik olmayan damar segmentlerinde, plak formasyonlarini
yirtmayacak sekilde yerlestirilmelidir(9). Ateroskleroz nedeniyle elastikiyet
kaybeden arterlerin endotelyal hasara daha yatkin oldugu ve endotelyal hasarin
trombiise ve okliizyona neden oldugu unutulmamalidir(10).

N-Asetil sistein (NAC), L-sistein amino asitinin bir tiirevi olan sentetik bir
madde olup Glutatyon (GSH) onciiliidiir. Ayrica NAC, Siilfidril grubu sayesinde
direkt olarak antioksidan etki de gosterebilmektedir(11). N-Asetil sistein kullanimi1
kardiyovaskiiler hastaliklar, asetaminofen ile iligkili karaciger toksisistesi ve metal
toksisiteleri, mukolitik etki istenen respiratuar hastaliklar, HIV infeksiyonlari,
kanser ve sigara igiciligi gibi bir¢ok konuda arastirilmistir(12). Spesifik olmasa da
DNA modifikasyonu ve ¢oklu molekiiler etki mekanizmalari ile NAC, endotelyal
disfonksiyon, inflamasyon, fibrosis ve kikirdak erozyonu gibi patolojik durumlarda
terapotik degere sahiptir(13—17).

Glutatyon, N-asetil sistein gibi antioksidan 6zellikli bir molekiil olup, gama-
glutamil-sisteinil-glisin seklinde kimyasal olarak ifade edilebilir. Genel olarak
glutatyon niikleofilik reaksiyonlar1 diizenleyerek antitoksik 6zellikler gosterebilir.
Direkt olarak veya glutatyon peroksidaz enzimine kofaktdr olarak antioksidan
ozellik gosterebilir ve proteinlerin sistein kalintilarina disiilfit baglariyla baglanarak
modiilatdr ozellik gosterebilir(18). Ozellikle bazi malignitelerde glutatyon ve
anologlar1 ile modiilasyon c¢aligmalar1 devam etmektedir(19). Ek olarak
glutatyonun kistik fibrosiste epitel hasarin1 6nlemeye yardimcet oldugunu gosteren
ve non-alkolik yaglh karaciger hastaliginda faydali olabilecegini gosteren klinik
caligmalar1 da mevcuttur(20,21).

Mikrocerrahi onarim veya rekonstriiksiyon gerektiren acil ve elektif
operasyonlar glinlimiiz plastik ve rekonstriiktif cerrahi kosullarinda devam ettigi
siirece bu alanda yapilan c¢aligmalar da c¢esitlenmeye devam edecektir. Bu
caligmalar 15181nda ise mikrocerrahi operasyonlarmin komplikasyonlar1 azalarak
basar1 oranlar1 daha da yiikselebilecektir.

Calismamizda sican femoral arter kesisi onariminda N-Asetil sisteinin ve N-

Asetil sistein ile Glutatyonun vaskiiler anastomoz iyilesme siireglerine etkisi



arastirillacaktir. Caligmamizin amacit N-Asetil sisteinin ve glutatyonun erken
donemde mikrovaskiiler anastomoz hattinda ve perivaskiiler alanda daha az
inflamasyon ve daha iyi endotel fonksiyonu saglayarak daha iyi iyilesen stabil bir

anastomoz hatt1 saglayabilecegini gostermektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. MIKROCERRAHI ANASTOMOZUN TARIHCESI VE TEKNIiGi

2.1.1. Mikrocerrahinin Tarihgesi

Mikrocerrahi terimi uygulanmasi i¢in 3 ‘M’ gerektiren (mikroskop, mikro-alet,
mikroslitiir) cerrahi teknikleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir(22). Bu gereksinimler
nedeniyle modern mikrocerrahinin kokenleri 19. ylizyilin sonlarma ve 20. yiizyilin
basina dayanmaktadir. Alexis Carrel, 1902 yilinda triangulasyon metodu ile u¢ uca
anastomoz teknigini tanimlayarak 1912 yilinda Nobel ddiilii almistir(23). Takip eden
y1l Hopfner kopekte deneysel uzuv replantasyonu iizerine ¢alismistir(24). Guthrie ve
Carrel tanimladiklar1 anastomoz yontemleri ile hayvan modelinde basarili alt
ekstremite replantasyonu gergeklestirmislerdir. Hayvan modelleri iizerinde viseral
transplantasyon c¢alismalart da yapmislardir(25). Bu Oncii ¢alismalar intraoperatif
magnifikasyon ve antikoagiilasyondan oOnce gergeklestirildiginden mikrocerrahi
caligmalarina temel olusturmustur.

1920’lerin baglarinda Nylen ve Holmgren tarafindan cerrahi mikroskop
kullanim1 tariflenmistir. Boylece Avrupa’nin ¢esitli merkezlerinde goz ve kulak
cerrahisi alanlarinda cerrahi mikroskoplar kullanilmaya baglamistir(26,27).

1960 yilinda Jacobson ve Suarez cerrahi mikroskop kullanarak ilk basarili
damar anastomozunu 3 mm boyutunda bir damarda 7-0 6rgiilii ipek dikis kullanarak
gerceklestirdiler. Dr. Jacobson’a bir meslektas1 kdpek karotis arterindeki periarteryal
sinirleri nasil bloklayacagini sorunca, Jacobson karotis arteri ve ¢evresindeki sinirleri
kesip arteri tekrar onarmaya c¢aligmis ancak basarili olamamaistir. Daha sonra otoskopi
icin kullanilan mikroskobu magnifikasyon i¢in kullanarak basarili anastomoz yapmay1
basarmistir. Ayrica Jacobson mikrovaskiiler cerrahi i¢in gerekli olan ¢ift vaskiiler
klemp tasarimini yapip kullanmistir(28,29).

1964°te Kleinert ve Kasdan subtotal ampute bagparmak revaskiilarizasyonunu
gerceklestirdiler(30). 27 Temmuz 1965 tarihinde ise Tamai ve Komatsu
metakarpofalangeal eklem seviyesinden total ampute olan bagparmak replantasyonunu
2 volar arter ve 2 dorsal ven anastomozu yaparak gergeklestirdiler. Bu operasyon

sirasinda parmak replantasyonu i¢in daha kii¢lik mikrovaskiiler klemplerin ¢ok faydali



olacagin1 fark ettiler ve daha sonra kendi mikrovaskiiler klemp tasarimlarim
yaptilar(31).

1967 yilinin kasim ayinda diinyanin ilk mikrocerrahi paneli Amerikan Plastik
ve Rekonstriiktif Cerrahi Toplulugu’nun yillik toplantisi sirasinda New York sehrinde
yapildi. Bu toplantida Harry Buncke tavsan kulagi deneysel replantasyon modelini ve
rhesus maymununda ayaktan ele parmak transfer modelini sunmustur. James Smith
periferik sinir onarim metodlarini, John Cobbet ayak bagparmagindan el bagparmagina
transfer vakasini, Tamai ise 1965 yilinda yaptig1 ilk basarili el basparmak
replantasyonu vakasint sunmustur(1).

1972 yilinda Harii ve arkadaslar1 yaptiklar: temporal skalp serbest flebiyle ilk
klinik serbest cilt flebini bildirdiler(32). 1973 yilinda ise Daniel ve Taylor tarafindan
ilk kasik flebi yapilmistir ve literatiirde zaman zaman ilk kutanoz serbest flep olarak
bu yayin da refere edilmistir(33). Yine 1973 yilinda Cin’de pektoralis major serbest
kas flebi bildirilirken, Harii ve arkadaslar tarafindan da fasyal paralizi reanimasyonu
icin serbest grasilis kas flebi kullanim1 raporlanmistir(34,35).

1980’lerde yeni flep dizaynlar1 ve mevcut fleplerin modifikasyonlari
tanimlanmaya devam etmistir. Skapular flep, fibula osteokutan flebi ve perenoal flep
gibi modifikasyonlar tanimlanarak kompozit doku transferleri yaygin kullanilir hale
gelmistir(36—-38). Marko Godina tarafindan ekstremite yaralanmalarinda erken donem
debridman ve mikrovaskiiler rekonstriiksiyon secenekleri 532 hastalik genis bir seri
ile gosterilmistir(39). 1989 yilinda Koshima ve Soeda’nin derin inferior epigastrik
arter perforator flebini tanimlamasiyla gesitli cilt perforatorleri tizerinden serbest cilt
flebi tasarimlari baglamistir(40).

21. ylizyilin basina gelindiginde, mikrocerrahinin evriminin artik otojen
transplantasyondan allojen transplantasyona dogru yol aldigin1 gérmek miimkiindiir.
Ust ekstremite ve el replantasyonlarinin basarisi, el cerrahlarmi ve mikrocerrahlari
allojen transplantasyonlar i¢in cesaretlendirse de yasami tehdit edici bir organ
eksikligine yonelik olmayan el ve iist ekstremite transplantasyonlarindaki dmiir boyu
immiinsiipresyon durumu hala ¢eliskiler barindirmaktadir. Ilk {ist ekstremite
transplantasyon prosediirii 1998 yilinda Lyon, Fransa’da Dubernard ve ekibi
tarafindan gergeklestirilmistir fakat birkag y1l sonra ampute edilmistir. ikinci prosediir

ise 1999 yilinda Louisville, Kentucky’de Jones ve arkadaslar1 tarafindan



gerceklestirilmistir ve yogun fizik tedavi ve immiinsiipresyon sayesinde hastanin
birinci yi1l  takiplerinde proteziyle yapamadigi aktiviteleri yapabildigi
raporlanmistir(41). Ilk parsiyel yiiz allotransplantasyonu ise 2005 yilinda Dubernard,
Devauchelle ve ekibi tarafindan Fransa’da basariyla tamamlanmistir(42).

Tiirkiye’de ilk mikrocerrahi operasyonlart Ayan Giilgiinen ve ekibi tarafindan
1978 yilinda gergeklestirilmis ve ilk basarili 5. parmak replantasyonu yapilmistir (43).
1981 ve 1985 yillar1 arasinda Giilgonen ve ekibi toplam 472 subtotal/total travmatik
parmak ampiitasyonu, 172 el bilegi seviyesi ve proksimalinde subtotal/total travmatik
ist ekstremite ampiitasyonu tedavi ettiklerini bildirmislerdir(44). Ayhan
Numanoglu’nun yaptigi tavsan femoral arteri anastomoz modelinde u¢-uca anastomoz
icin optimal dikis sayisini arastirdigi ¢alismasi 1983 yilinda yayinlanmistir ve
Tiirkiye’den yayinlanan ilk mikrovaskiiler deneysel arastirma olma o6zelligini

tagimaktadir(45).

2.1.2. Mikrocerrahi Teknik

[lk tariflenen ve giiniimiizde hala bircok merkezde yaygin olarak kullanilan
basit aralikli dikis teknigi mikrovaskiiler anastomoz i¢in nispeten kolay 6grenilen ve
dogru uygulandiginda yiiksek basar1 oranina sahip bir tekniktir. Bu nedenle
mikrovaskiiler anastomoz iizerine yapilan ¢aligmalarda siklikla kullanilmakta ve yeni
anastomoz teknikleri ¢alismalarinda da karsilagtirma unsuru olarak genellikle basit
aralikli dikis secilmektedir(46).

Anastomoz yapilacak damar kiint u¢lu mikro makas diseksiyonu ile ortaya
konulur. Damar hazirlig1 esnasinda damari penset ile tam kat tutmaktan kagimilmalidir.
(Sekil 1) Damarmn tam kat tutulmast endotel hasarina ve tromboza yol agabilir.
Perivaskiiler kilif dikkatle diseke edilerek femoral arter goriildiigiinde, damar

manipiilasyonu i¢in sadece damarin adventisyasindan tutulmalidir.



Sekil 2: Damarin Yanlig Olarak Tam Kat Tutulmasi

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)

Damarin ortaya konmasinin ardindan damarin 360 derece manipiilasyonuna
engel olan dallar damar duvarina 1-2 mm mesafe birakilarak baglanir ve kesilir.
Mikroskop altinda goriisii kolaylastirmak i¢in koyu bir arka plan hazirlanan damarin

altina yerlestirilir ve diseksiyon tamamlanir. (Sekil 2)

Sekil 2: Diseksiyonu Tamamlanmis Femoral Arter

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)
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Mikrovaskiiler klemp yerlestirilerek damar uzun aksma dik olacak sekilde
keskin ve diiz bir adventisya makasi ile ayrilir. Damar uglar icerisinde kalan kan
heparinli serum fizyolojik ile yikanarak tamamen ¢ikartilir. Damar ug¢larinin dikis
yerlestirilmesi esnasinda daha iyi goriilebilmesi ve adventisyanin anastomoz hattindan
iceri girmesini engellemek i¢in damar uglarindan sarkan adventisyanin temizlenmesi

gerekir. Yetersiz adventisya temizligi anastomoz esnasinda zorluk yaratir. (Sekil 3)

Sekil 3: Yetersiz Adventisya Temizligi

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)

Adventisya temizligi esnasinda keskin, diiz ve ince u¢lu adventisya makasi
kullanilir. Damar ucundan tutulan adventisya damar uzun aksina paralel olarak nazikce
cekilerek cepegevre kesilir. Adventisya temizliginin damar uglarindan adventisya
sarkmayacak kadar ve keskin diseksiyon ile yapilmasinin kiint sekilde ayrilmasina
kiyasla endotel kaybini azalttigi ve daha iyi akis sagladigina yonelik caligmalar
mevcuttur(47,48).

Damarin spazmini engellemek icin damar uclar1 lidokain, papaverin veya
verapamil gibi farmakolojik ajanlarla yikanabilir. Hem dikis konulacak alanin
genisletilmesi hem de anastomoz hattindaki sempatik aktivite ve diiz kas kasilmasini
inhibe etmek i¢in damar uglar dilate edilir(49). Damar dilatasyonu uglar1 atravmatik

yuvarlak uclu dilatator pensetin yardimi dilate edilir. (Sekil 4)



Sekil 4: Damar Ucunun Dilatasyonu

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)

Damar uglarinin hazirlanmasinin ardindan vaskiiler klemp uglar1 gerginlik
olmayacak ve damar uglar iist liste binmeyecek sekilde yaklastirilir. Damar sirkiiler
olarak iki esit parca halinde diisiiniilerek 0 ve 180 derecelik dikisler karsilikli olarak
yerlestirilir. Boylelikle damar 6n ve arka yiiz olarak 2 esit semisirkiiler alana boliinmiis
olur. Bu asamadan sonra dikisler konulurken arka duvardan dikis ge¢gmemek icin
penset damarin igine yerlestirilip acilarak kolaylik saglanir. (Sekil 5) Karst duvardan
gecilirken kesi hattina dik gegmeyi ve yine arka duvardan gegmeyi 6nlemek i¢in damar
adventisyasindan tutularak havaya kaldirilir ve karst duvardan dikis gecilir. (Sekil 6)

Tercihe gore sirasiyla 6n veya arka yiizlere esit aralikli olarak 3 dikis konulur.
Son dikislerin ge¢ilmesi esnasinda arka duvardan gecilmesini 6nlemek ve daha genis
caligma alan1 kazanmak icin son konulan dikisler baglanmadan birakilip dikis gecme
islemleri bitirildikten sonra baglanabilir. Bu dikisler baglanmadan, alan serum
fizyolojik ile yikanarak anastomoz hattinda yabanci madde kalmadigindan emin

olunur ve dikisler diiz kare diigtimler ile tek tek baglanir.



Sekil 5: Damarin Igine Penset ile Girilmesi

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)

Sekil 6: Kars1 Duvardan Dikisin Gegilmesi

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)
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Arka duvardan dikis gecilmediginin ve yeterli sayida dikis konuldugunun
teyidi sonrasinda vaskiiler klemp agilir. Sizintilar1 durdurmak amaciyla 1slak bir gaz
veya inguinal yag yastik¢igi anastomoz hattina nazik¢e konulur. 1 dakika sonra
anastomozun gecisi inspeksiyon ile degerlendirilir. Anastomozda gecisten siliphe
duyulmast halinde ‘Uplift’ testi uygulanir. Bu test anastomoz distalinin havaya
kaldirilarak  anastomozun akiminin azaltilmast ve bu noktadaki gecisin

degerlendirilmesine dayanir. (Sekil 7)

Sekil 7: “Uplift” Testi

(Columbia University, Columbia Orthopedics, Rat Femoral Artery Anastomosis Training Video)

Eger “Uplift” testinde gecisten siiphe duyulursa “Milking” testi yapilmalidir.
Bu test sirasinda anastomoz distalinde bir forseps ile damar nazikge tam kapanacak
sekilde tutulur ve diger forseps ile ilk forsepsin distalinden baslayip distale dogru
damar sagma hareketiyle damar bosaltilir. Takiben anastomoz distalindeki forseps
serbest birakilarak damarin dolusu gozlemlenerek akim net bir sekilde degerlendirilir.
Fakat bu test damar i¢in daha travmatik oldugundan nazik¢e yapilmali ve siklikla

yapilmasindan kaginilmalidir.
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2.2. DAMARIN YAPISI VE HISTOLOJISI
Damar yapist genel olarak 3 tabakadan meydana gelmektedir. Bu tabakalar
yerlesimlerine gore distan ige tunika adventisya, tunika media ve tunika intima olarak

isimlendirilir.

2.2.1. Tunika Intima

Tunika intima, en i¢ kisminda &zellesmis bir epitel yapisi olan endotel
tabakasini icgerir. Endotelin altinda ise bazal membran ve gevsek bag dokusu
bulunmaktadir. Orta biiyiikliikteki arterlerde, intima tabakasinda ince bir elastin
katmani olan internal elastik lamina da bulunur. Internal elastik laminada bulunan
delikler sayesinde damarin dis tabakalarina difiizyon daha iyi saglanir.

Vaskiiler endotel hiicreleri skuamdz, poligonal ve damar akis yoniine paralel
olarak uzamis uzun hiicreler olarak gelisirler. Endotel tabakasi kan akisi i¢in non-
trombojenik bir yiizey olusturmasinin yaninda, bazal laminasiyla beraber kan ve
ekstraseliiler sivi arasinda iki yonlii gecisi aktif olarak modiile eder. Endotel ayn
zamanda inflamasyon ve lokal immun cevaplar1 regiile etme fonksiyonuna da sahiptir.

Cesitli sartlar altinda endotelyal hiicreler VEGF sekresyonlart ile yeni kapiller

yataklar olusmasini ve arteriollerden yeni damar dallar1 ¢ikmasini saglayabilir(50).

2.2.2. Tunika Media

Tunika media damarin orta kisminda bulunan ve diiz kas hiicreleri tarafindan
olusturulan tabakadir. Bu diiz kas hiicrelerinin arasinda yine bu hiicreler tarafindan
sentezlenen elastik fibriller, elastik laminalar, proteoglikanlar ve retinakiiler lifler
bulunur. Arterlerde bu tabaka daha belirgin olarak goriiliir ve bu tabakayr en dig
tabakadan ayiran eksternal elastik lamina bulunur. (Sekil 8)

Bu tabakadaki elastik fibriller sayesinde damarin basing altinda genislemesi
miimkiin olmaktadir. Bu ekstraseliiler doku destek iinitelerinin farkli miktarlarda ve
farkli oryantasyonlarda bulunmasi sayesinde damarlar farkli metabolizma ve farkli
fiziksel dayanimlar gosterebilmektedir(51).

Boyutu 1 mm ve 0.1 mm arasinda olan kiiclik arterlerde bu tabakada 3 ile 10
katman olarak diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Daha kiigiik arteriollerde bu 1-2

katmana kadar diismektedir. Boyutu 1 mm ve 10 mm arasinda olan muskiiler arterlerde
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bu katman ¢ok fazla sayidadir ve elastik fibriller azdir. Boyutu 10 mm’den biiyiik
elastik arterlerde ise yine ¢ok sayida diiz kas hiicre katmanlar1 arasinda bol elastik

lamina goriilebilmektedir.

Intima

Subendothelial layer

Internal elastic lamina

Media

External elastic lamina

Adventitia

Vasa vasorum

Sekil 8: Kiiciik Arter ve Venin Tabakalar1
(Junqueira’s Basic Histology, Text and Atlas, 17th Ed)

2.2.3. Tunika Adventisya

Tunika adventisya tabakasi en dista yer alan tabakadir. Bu tabakada damarin
uzun aksina paralel olarak diizenlenmis tip 1 kollajen ve elastik fibriller yogun olarak
bulunmaktadir. Arterlerde bu tabaka tunika mediaya gore daha kalin, venlerde ise daha
incedir. Orta ve biiylikk venlerde bu tabakada diiz kas hiicrelerine rastlamak
miimkiindiir.

1 mm ve 0.1 mm arasinda c¢apa sahip kii¢iik arterlerde bu tabakada damari
besleyen damarlar yani vazo vazorumlar bulunmaz iken orta ve biiylik arterlerde bu
tabakada vazo vazorumlar gorliniir. Vazo vazorum adi verilen ve damar
adventisyasinda bulunan bu damarlar difiizyon ile beslenemeyecek kalinliktaki
adventisya ve media tabakalarinin beslenmesinden sorumludur. Venlerde arterlere

nazaran daha ¢ok sayida bulunurlar(52).
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Adventisya tabakasinin bir diger 6zelligi ise damarlarin ¢evre dokularla
integrasyonunu saglamasi ve nervi vazorum adi verilen sinirleri de bulundurmasidir.
Bu sinirler yardimiyla damarlarin tonusu diizenlenir. Damarlarin diiz kas
aktivasyonunun diizenlenmesi ile lokal kan basinc1 diizenlenmektedir(53).

Tunika adventisyanin diger damar tabakalarma gore daha gevsek bag dokusu
icermesi, anatomik ve histolojik ¢aligmalar ve klinik uygulamalar esnasinda bu
tabakanin diseksiyonunun daha kolay yapilabilmesini saglamaktadir. Diiz kas
hiicrelerinden olusan tunika medianin hemen disinda baglayan ve bazen tunika
eksterna olarak da adlandirilabilen daha sik1 bag dokusundan olusan kismi ise damara

zarar vermeden kolaylikla ayrilamamaktadir(52).

2.3. MIKROVASKULER ANASTOMOZ iYILESMESI

Hasar gormemis damarda, kesintiye ugramamis endotel tabakasi kanin
hiicresel elemanlarinin subendotelyal dokular ile temasin1 engelleyerek piiriizsiiz bir
yilizey olusturur. Damar biitiinliigiiniin bozulmasi ile kan elemanlar1 subendotelyal
dokular ile temasa gecerler. Bu temas sonrasinda hem endotelden hem de
trombositlerden salgilanan ADP, prostoglandinler, 5-hidroksitriptamin gibi
mediatorler ile trombosit agregasyonu ve vazokonstriksiyon baslatilir(54).

Hasarin hemen sonrasinda onarimi yapilmis olan damarin erken dénemde
re-endotelizasyon fazlari ise hiicre bazinda histopatolojik degisiklikler goz Oniine

alinarak 4 evreye ayrilarak incelenebilir(55):

2.3.1. Platelet Agregasyon Evresi

Anastomozdan hemen sonra baglayan bu faz anastomozun tamamlanmasindan
yaklagik 1 dakika sonra baslar. Dikislerin gectigi bolgede internal elastik lamina ve
tunika media tabakas1 kan elemanlar1 temasina agik hale gelir. Dikislerin baglanirken
olusturdugu endotel hasari1 nedeniyle aciga ¢ikan subendotelyal tabakada platelet

agregasyonu en yogun seviyede goriliir.

2.3.2. Fibrin Ag1 Evresi
Fibrin aginin olusumu operasyondan sonra yaklasik 5. dakikada baglamakta ve

3-4 giin boyunca devam etmektedir. igne delikleri ve traksiyon nedeniyle agia ¢ikan
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subintimal tabakalar1 dolduran trombosit ve eritrosit tikacina fibrin de katilarak bu
alanlardaki defekt doldurulur. 24 saat sonra fibrin iplikleri kalinlagip birbirleriyle
baglanarak ag olusturmaya baslarlar. Bu fibrin ag1 sayesinde eritrosit ve trombositlerin
iistii kapatilir. Bu evrenin sonunda artik fibrin ag1 hasarli endotel uclarina

miihiirlenerek endotelin olusmasi i¢in gerekli yatagi olusturmus olur.

2.3.3. Gog Evresi

Bu evrede endotelin yara kenarlarindan baslayarak fibrin ag iizerine
konumlandig1 goriiliir. Operasyondan 48 saat sonra baglayan bu siire¢ genel olarak 6.
giinde tamamlanir. Endotelyal hiicreler kan akimina paralel olacak sekilde fibrin ag
iizerine dizilim gosterirler. Bu go¢ esnasinda endotelyal hiicreler immatiir sekillerde

ve birbirleri ile zayif kontakt halinde bulunurlar.

2.3.4. intimal Kapanma Evresi

Kalin fibrin aginin ve siitiir tabaninin tamamen endotelize oldugu asamadir. 4.
veya 5. glinlerde baglayarak 7. glinde tamamlanir. Bazi beyaz kan hiicreleri endotelle
beraber izlenebilse de trombositlere artik nadiren rastlanir. Bu evrenin sonunda
elektron mikroskopisinde normal endotelden yarali endoteli ayirmak giiclesir(56).

Endotel rejenarasyonu sirasinda bu hiicrelerin saglam endotel kenarindan
baglayarak yliriidiigli, diiz kas hiicrelerinin transformasyonu ile endotelin olustugu
veya serbest kan dolagimindan gelen multipotent kok hiicrelerin endoteli olusturdugu
gibi farkli teoriler ortaya atilmigtir. Bu teorilere yoOnelik g¢alismalar farkli bilim
insanlar1 tarafindan da yapilmistir. Giiniimiizde endotelin kenarlardan bagslayarak
ilerledigi, serbest kan dolasiminda bulunan hiicrelerin ve damarin tunika media
katmanindaki diiz kas hiicrelerinin bu siirece destek verdigi goriisii daha ¢ok kabul

gormektedir(57-61).

2.3.5. Tunika Mediada Meydana Gelen Degisiklikler
Tunika mediadaki kas hiicrelerinin hipoksiye endotelden daha dayanikli
olmalarindan dolay1 bu hiicreler 2 saatten kisa siiren mikrovaskiiler klemp siirelerinde

hayatta kalabilmektedir(62). Mikrovaskiiler klemp uygulanan noktalarda basincin
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metrekareye 30 gramdan daha fazla oldugu durumlarda tunika mediada bulunan diiz
kas hiicreleri basiya bagli nekroza gidebilmektedir(63).

Mikrovaskiiler anastomoz esnasinda uygulanan dikis nedeniyle tunika media
tabakas1 6zellikle anastomoz hattindaki dikis arasinda nekroza ugrar. Bu nekroz kas
hiicrelerinin  ¢ekirdeklerinin kaybolmasi ve hiicre yapisinin bozulmasi ile
karakterizedir ve hyalin dejenerasyon olarak adlandirilir. Damar1 ¢evresel olarak saran
kas hiicrelerinin nekroza ugramasi ile damar sirkiiler seklini kaybederek romboid
sekilde iyilesir. Eger tunika mediada tamamen atrofi varsa yerini subintimal hiperplazi

doldurmaktadir(64).

2.3.6. Tunika Adventisyada Meydana Gelen Degisiklikler

Diseksiyon = nedeniyle tunika  adventisya  tabakasmmin  histolojik
degerlendirilmesi zor olsa da en yogun inflamasyon cevabina bu tabakada
rastlanilmaktadir. Mikro dikislerin diigimleri ve dikislerin serbest uglar1 bu tabakada
inceleme esnasinda goriilebilmektedir. 7-10. giinlerde makrofajlarin olusturdugu dev
hiicreli graniilom formasyonuna rastlanir. Bu inflamasyon ilerleyen giinlerde azalsa da
bazi1 siitlir materyallerinin etrafinda yabanci cisim graniilomlarina rastlanabilir(64).
Eriyebilen siitiir kullanilan bir g¢aligmada 8. ay gibi uzun donem sonuglarda
adventisyadaki inflamasyonun emilebilen siitiir etrafinda c¢ok azaldigi, fakat
anastomoz patensinde ve akut iyilesme evrelerinde belirgin fark olmadig
gosterilmistir(65).

Damar anastomozu sirasinda en ¢ok manipiile edilen ve ¢ogu zaman
diseksiyonla uzaklastirilan adventisya tabakasindaki degisiklikler teknige bagimli
olarak degismektedir. Daha az adventisya diseksiyonu yapildiginda intimal ve
adventisyal inflamasyon gelistigi fakat damar ¢evresinde daha ¢ok fibrozis oldugu
goriilmiistiir. Ayrica, bazi onarimlardan sonra goriilebilen anevrizma ve
mikroanevrizma  gelisimlerinin  adventisya kalinhigi ile ilgi olabilecegi

bildirilmistir(66).

2.4. N-ASETIL SIiSTEIN (NAC)
N-Asetil sistein, sistein aminoasitinin asetilenmis bir prekiirsoridiir. (Sekil 9)

Aaron Leonard Sheffner tarafindan bulunarak patent bagvurusu yapilmis ve 1963
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yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde bir sirket adina patentlenmistir. Giiniimiizde
hala ayn1 endikasyon ile de kullanilan bu bilesik 1960’11 yillarda ilk olarak mukolitik
olarak kesfedilmistir(67).

SH
O

A OH
0

Sekil 9: N-Asetil Sisteinin Kimyasal Yapisi

NAC gibi tiyol grubu igeren ajanlar hiicre i¢indeki reaktif oksijen iirlinlerini
indirgerler. Reaktif oksijen tiriinleri ise lipit, protein ve DNA gibi yapilar1 oksitleyerek
hiicre hasarina neden olur. N-Asetil sistein, tiyol grubu igeren bir bilesik olmasina
ragmen serbest oksijen siiperoksitleri, hidrojen peroksit ve peroksinitrit ile direkt
olarak reaksiyona girme hiz1 diger tiyol bilesiklerine gore daha diisiiktiir(68).

N-Asetil sisteinin antioksidan ve parasetamol zehirlenmesindeki etkilerini
biiyiik oranda hiicre i¢cindeki GSH seviyesini ylikselterek gosterdigi diisiiniilmektedir.
Bir sistein prekiirsorii olan NAC hiicre membranindan de-asetilasyonla sistein olarak
hiicre icine almabilmekte ve bu sayede GSH sentezi i¢in substrat

olusturabilmektedir(69).

2.5. GLUTATYON (GSH)

Glutatyon hayvanlarda, bitkilerde ve mikro organizmalarda hiicre icinde
yaygin olarak bulunan en énemli protein olmayan tiyol bilesigidir. GSH bir ingiliz
kimyac1 olan Frederick Gowland Hopkins tarafindan 1921 yilinda izole edilmistir.
(Sekil 9) Glutatyonun hiicre i¢indeki fonksiyonlar1 ve bazi hemolitik anemilerdeki rolii

1960’larda anlagilmaya baglanmistir(70).
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Sekil 10: Glutatyonun Kimyasal Yapisi

Glutatyonun hiicre i¢i konsantrasyonlar1 0.5 — 10 mMol/L diizeylerinde olup
bu miktar farkli hiicrelerde degiskenlik gosterir. Seliiler glutatyonun %80 kadar biiyiik
bir kismi sitozolde bulunmakla beraber mitokondri ve peroksozomlarda da
bulunmaktadir. Safra asidinde bir istisna olarak glutatyon diizeyleri hiicre ici
degerlerine yakin olsa da ekstraseliiler alanda glutatyon intraseliiler alana gore ¢ok
daha az bulunur. Glutatyondaki sistein rezidiisiinden dolay1 serbest radikaller ve
reaktif oksijen/nitrojen {irlinleri tarafindan non-enzimatik olarak glutatyon (GSH),
glutatyon disiilfite (GSSG) doniistiiriilir Glutatyonun seliiler konsantrasyonu
malniitrisyon, oksidatif stres ve bir¢ok patolojik durumda azalmistir(71).

Glutatyonun hiicre icindeki dengesi hiicrenin antioksidan kapasitesini
gostermekte onemli bir yere sahiptir. GSH/GSSG oran1 normal fizyolojik sartlar
altinda 10’dan biiyiiktiir. Normal sartlarda GSSG rediiktaz enzimi ile NADPH
varliginda net GSH kayb1 olmadan GSH tekrar olusabilir. Eger oksidatif stres artarsa
veya G6PD enzim eksikligi gibi hiicrede NADPH dengesini bozan durumlar ortaya
c¢ikarsa hiicre i¢erisinde GSSG miktar1 da artacaktir. Bu durumda hiicreler aktif olarak
GSSG sekresyonu yaparlar ve de novo GSH sentezi ihtiyact dnemli 6l¢iide artar(72).

Glutatyon sentezi glutamat, sistein ve glisinden 2 sitozolik enzimin arka arkaya
katalizledigi bir reaksiyonla gerceklesir. Ilk olarak gama-glutamilsistein sentetaz
(GCS) enzimi araciligiyla glutamatin karboksil grubu ve sisteinin amino grubu
arasinda gama peptit baglanmasi gerceklesir. Bu agama ayn1 zamanda glutatyonun de
novo sentezi i¢in hiz kisitlayic1 basamaktir. Bu bag glutatyonun intraseliiler
peptidazlardan korunmasini saglar. Ikinci basmakta ise glutatyon sentetaz enzimi ile

glisin bu molekiile katilarak glutatyon sentezlenir.
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Glutatyon sentezinin regiilasyonunda bir¢ok faktor rol alir. Oksidatif stres,
nitrozatif stres, inflamatuar sitokinler, kanser, kemoterapi, iyonize radyasyon, GSH
konjugasyonu, agir metaller, insiilin ve antioksidanlar GCS transkripsiyonunu ve
aktivasyonu arttirmaktadir. Proteinden yetersiz beslenme, deksametazon, hiperglisemi
ve GCS fosforilasyonu gibi durumlar GCS transkripsiyonu ve aktivitesini
diistirmektedir(73). Sistein, glisin ve glutamat ise glutatyon sentezinde énemli amino
asitler oldugundan bu aminoasitlerdeki veya prekiirsorlerindeki eksiklikler hiicre i¢i
glutatyon seviyelerini diisiirmektedir.

Glutatyonun rol oynadigi reaksiyonlarin basinda siliphesiz hidroksil
radikali, lipit peroksit radikali, peroksinitrit gibi serbest radikallerin ve reaktif oksijen
driinlerinin direkt veya indirekt olarak uzaklastirilmasi gelir. Bu reaksiyonlar
sonucunda GSH oksitlenerek GSSG olusur. GSSG ise NADPH bagimli glutatyon
rediiktaz ile GSH formuna tekrar doniisiir. Ek olarak hidrojen peroksit, selenyum
icerikli glutatyon peroksidaz enzimi ile glutatyon bagimli enzimatik reaksiyonlarla
indirgenir(74).

GSH o0strojen, melaninler, prostoglandinler gibi endojen metabolitlerle ve
bromobenzen, asetaminofen gibi ksenobiyotiklerle glutatyon S-transferaz enzimi
aracilifiyla inici faz detoksifikasyon reaksiyonlarina katilir. Formaldehit gibi son
derece toksik ve kanserojen bir bilesigin formaldehit dehidrojenaz enzimiyle yikilmasi
sirasinda ilgili enzime substratlik yapar(75).

Glutatyon hiicre disarisina tastyict bagimli kolaylastirilmis mekanizma ile
cikabilmektedir. Plazma glutatyonu temel olarak karacigerdeki sekresyondan
kaynaklansa da bir miktar intestinal ve diyet kdkenli GSH portal vendz plazmaya
girebilmektedir. Glutatyon karaciger hiicrelerinden intakt olarak veya hiicre zarinin
dis yiizeyindeki gama-glutamil-transpeptidaz aktivitesi sayesinde gama-glutamil-
sistein olarak ¢ikabilir(76). GSH hiicre disindan hiicre i¢ine taginirken konsantrasyon
gradyenti nedeniyle zorlukla tasinsa da gama-glutamil-sistein extrahepatik hiicreler
tarafindan GSH sentezi i¢in hiicre i¢ine alinabilir. Bobrek, akciger ve bagirsaklar ise

karaciger kaynakli glutatyonu bagslica tiikketen organlardir(71).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVAN MODELININ OLUSTURULMASI

Caligmamiz “Helsinki Deklarasyonu Son Versiyonu” ve Klinik Uygulamalar
Yénergesi’ne uygun sekilde Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu izni (Ek-1) dahilinde Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastrma  Merkezi’nde
gerceklestirilmistir.

Calismamiza yaglar1 4 ile 6 ay arasinda degisim gdsteren 200-350g agirliginda
Wistar — Albino tipi disi sicanlar dahil edildi. Istatistiksel gii¢ analizi yapilmasi
sonrasinda 24 adet sican her grupta rastgele sekiz adet sican olacak sekilde ii¢ gruba
ayrildi.  Grup A kontrol grubu olarak belirlenirken Grup B’deki si¢anlara NAC
tedavisi ve Grup C’deki siganlara NAC + GSH tedavisi uygulandi.

Deney siireci boyunca siganlar gruplar halinde ayr1 kafeslerde ticari pellet
seklinde ad libitum yemlenerek ve standart su ihtiyaglar1 karsilanarak 21°C’de sabit
oda sicakliginda ve %45+10 nem diizeyinde tutuldu. Siganlar deney siiresince gece

giindiiz dongiisiinde birakildi.
3.1.1. Cerrahi Prosediir ve Deney Gruplar:

3.1.1.1. Anestezi ve Hazirhk

Sicanlara intraperitoneal olarak 50 mg/kg Ketamin hidrokloriir (Ketalar®,
Parke-Davis, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Rompun®,
Bayer AG, Leverkusen, Almanya) ile anestezi uygulandi. Genel anestezi sonrasi
sicanlarin inguinal bolgesi tiras bigagi ile tiraglanarak %10’luk povidon iyodin
soliisyonu (Batticon®, Adeka Ilag Ltd Sti, Samsun, Tiirkiye) ile sterilizasyon sagland.

Tiim cerrahi iglemler tek cerrah tarafindan yapildi.
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3.1.1.2. Mikrovaskiiler Anastomoz Modelinin Olusturulmasi

Sicanlarin tartilarak anesteziye alinmasini takiben sag inguinal bolgeleri trag
bicag ile tras edilerek cerrahi modeli olusturmak iizere panoya alindi. Sag inguinal
bolge cerrahi erisimine uygun olacak sekilde pozisyon verilerek iist ve alt

ekstremiteleri ve kuyruklarindan bant ile panoya tespit sagland1. (Sekil 11)

Sekil 11: Denegin Panoya Tespit Edilmesi

Denekler panoya tespit edildikten sonra povidon-iyodin soliisyonu ile cerrahi
alan temizligi sonrasinda inguinal bolgeden yaklasik 1,5 cm uzunlugundaki eksploratif

insizyon yapild1. (Sekil 12)
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Sekil 12: Cerrahi Alan Temizligi ve Insizyon

Insizyon sonrasinda inguinal yag yastikgigi gériilerek inferior sinirindan
diseksiyona baslandi. Inguinal yag yastik¢ig1 flebine giren damarlar korunarak siipero-
lateral bazli olacak sekilde infeiromedial ve inferolaterale dogru diseke edildi. Bu
asamada femoral damar ve sinirler goriildii ve ileri diseksiyona mikroskop altinda
devam edilmek tizere korundu. Takiben daha iyi cerrahi goriis alan1 saglamak amaciyla
yag yastik¢igr flebi ekartoriin altinda kalacak sekilde insizyonun siiperolateral,

siiperomedial ve inferomedialine ekartorler yerlestirildi. (Sekil 13)
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Sekil 13: Ekartorlerin Yerlestirilmesi

Eksplorasyonun bu agamasindan itibaren mikroskop altinda calisildi. Deney
sirasinda ihtiya¢ duyulan magnifikasyon i¢cin ZEISS OPMI® Pico (Carl Zeiss AG.
Oberkochen, Almanya) mikroskop kullanildi. Mikroskop i¢in kamera eklentisi
bulunmamakta idi ve manuel yiikseklik ayar1 ve manuel fokus ayar1 igermekteydi.

(Sekil 14)

23



Sekil 14: Deneyde Kullanilan Mikroskop

Mikroskop magnifikasyon altinda devam edilerek perivaskiiler kilif goriildii.
Femoral arter femoral ven ve femoral sinir arasinda goriilerek perivaskiiler kilif keskin
olarak diseke edildi. Femoral arter inguinal ligaman inferiorundan epigastrik
damarlara dek femoral arter ve sinirden ayrildi ve ortaya kondu. Bu asamada arterin
cepegevre diseksiyonunu engelleyen damarin posterior yiiziinden ¢ikan Murphy dali
proksimal ve distalinden baglandi. (Sekil 15) Murphy dalinin kesilerek arterin
serbestlenmesinin ardindan arter koyu renkli bir arka plan {izerine alinarak izole edildi.
(Sekil 16)
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Sekil 15: Murphy Dalinin Baglanmasi

Sekil 16: Tamamen Diseke Edilmis Femoral Arterin Fon Uzerine Alinmasi
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Mikrovaskiiler ikili klemp yerlestirilerek klemp siiresini 6lgmek igin
kronometre baslatildi. Mikrovaskiiler ikili klemp yerlestirilmesinin ardindan Murphy
dali diiz u¢lu bir adventisya makasiyla eksize edilerek femoral arter kesildi. Damarin
proksimal ve distal uglar1 50 ml’de 1000 iU heparin igeren (Koparin®, flakon, Kogak
Farma, Istanbul, Tiirkiye) heparinli serum fizyolojik soliisyonuyla yikanarak damar
uclar1 temizlendi. Damar spazmini engellemek i¢in 10 ml’de 100 mg lidokain igeren
(Aritmal®, ampul, Osel ilag, Istanbul, Tiirkiye) lidokainli serum fizyolojik soliisyonu
ile damar uclar1 yikandi. Takiben damar ucglarindan sarkan adventisya damar uzun
aksina paralel olarak cekildi ve adventisya makasi ile kesilerek uzaklagtirildi. Damar
uclart dilatator yardimiyla normal ¢apinin 1,5 kati olacak sekilde dilate edildi.

Anastomoz i¢in 3/8 yuvarlak uglu, igne kalinligt 100 pum, monoflaman
polyamid 10/0 dikis materyali (Daylon®, Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi.
Damar uglar1 ikili mikrovaskiiler klemp ile yaklastirilarak 6nce 0 ve sonra 180
dereceye uygun olacak sekilde 2 adet dikis konularak baslandi. Bu dikislerin
yerlestirilmesinden sonra ©n yilize esit araliklarla 3 dikis daha yerlestirildi.
Aproksimator dondiiriilerek arka yiize de esit aralikli olacak sekilde 3 dikis konuldu.
Boylece tiim deneklerde 8 adet dikis konularak mikrovaskiiler anastomoz tamamlandi.

(Sekil 17)

Sekil 17: Tamamlanmis Anastomozun Gorliiniimii
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Anastomozun tamamlanmasimin ardindan mikrovaskiiler klempler agilarak
kronometre durduruldu. Gegen siire her denek icin dakika olarak kaydedildi. inguinal
yag yastik¢ig1 flebi damarin iizerine nazik¢e konuldu ve 1 dakika beklendi. Anastomoz
sonrast goriilen kiigiik sizintilar tiim deneklerde 1 dakikalik bekleme siiresinin
ardindan durdu. 1. ve 5. dakikalarda anastomoz distalinde yapilan uplift testi ile tiim
anastomozlarin patent oldugu dogrulandi.

Cilt insizyonu 5/0 emilebilen siitiir ile kapatilarak povidon-iyodin soliisyonu

ile pansuman yapildi ve cerrahi prosediir bitirildi.

3.2. ILAC UYGULAMALARI

Anastomozun tamamlanmasi ve 1. dakika patens degerlendirilmesinden hemen
sonra enjeksiyonlar yardimci uygulayici tarafindan intraperitoneal olarak yapildi.
Kontrol grubuna 4 ml/kg dozunda serum fizyolojik, NAC grubuna 400 mg/kg dozunda
N-Asetil sistein (Mucinac®, Ampul, Vem ilag, Istanbul, Tiirkiye), NAC + GSH
grubuna ise 400 mg/kg dozunda N-Asetil sistein (Mucinac®, Ampul, Vem Ilac,
Istanbul, Tiirkiye) ve 400 mg/kg dozunda Glutatyon (TAD®, Flakon, Biomedica
Foscama, Ferentino, Italya) tek doz olarak uygulandi.

Deney siiresince ilk 3 giin olacak sekilde her denege post operatif enfeksiyon
profilaksisi icin 300 mg/kg sefazolin ve post operatif agr1 kontrolii i¢cin 10 mg/kg

diklofenak intramuskiiler olarak uygulanmistir.

3.3. DENEYIN SONLANDIRILMASI VE HISTOPATOLOJIK

ORNEKLEME

Postoperatif 7. glinde denekler izofloran inhalasyonu ile genel anesteziye
alindiktan sonra pozisyon verilerek panoya sabitlendi. Sag inguinal bolgedeki eski
insizyon skarindan girilerek ilk operasyondakine benzer sekilde diseksiyon yapildi.
Mikroskop magnifikasyon altinda anastomoz distalinde milking testi yapilarak distale
akim gecisi degerlendirildi.

Akim degerlendirilmesi ile anastomoz patensi kontrol edildikten sonra femoral
arter anastomoz hattini icerecek sekilde proksimalde inguinal ligaman seviyesinden ve

distalde epigastrik arter seviyesinden kesilerek %10 formol ¢6zeltisine konuldu.
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Histopatolojik 6rneklerin alinmasini takiben denekler anestezi altinda servikal

dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi.

3.4. DENEY SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESi

3.4.1. Klinik Degerlendirme

Deneklerin femoral arterleri Ornekleme sirasinda milking testi ile
degerlendirilerek anastomoz patensi agisindan patent ve non-patent olarak
degerlendirilerek sonuclar kaydedildi. Mikrovaskiiler klemp uygulanmasinin ve
anastomoz tamamlanarak mikrovaskiiler klemplerin acilisina kadar olan siire dakika
olarak kronometre yardimiyla olgiilerek bu siire degerleri kaydedildi. Deneklerin

kaydedilen preoperatif agirlik degerleri istatistiksel analize dahil edildi.

3.4.2. Histopatolojik Degerlendirme

24 biyopsi materyali %10’luk formaldehit ile tespit edildi. Rutin takip
islemlerinden gegirilen dokulardan parafin bloklar hazirlandi. 4 mikron kalinliginda
kesitler alinarak hematoksilen eozin ile boyandi. Preparatlar Prof. Dr. Cemil Tascioglu
Sehir Hastanesi Patoloji Laboratuvarinda patoloji uzmani Dog. Dr. Ozben Yalgin
tarafindan kor olarak degerlendirildi. Kesitlerde perivaskiiler inflamasyon, adventisyal
inflamasyon, adventisyal fibrozis, medial nekroz, intimal hiperplazi, endotel
biitiinliigli, trombiis formasyonu varligi degerlendirildi. Perivaskiiler inflamasyon,
adventisyal inflamasyon, adventisyal fibrozis, intimal hiperplazi (Yok=0, Hafif=1,
Orta=2, Siddetli=3) skorlandi. Medial nekroz, trombiis formasyonu, endotel biitiinligi
Var/Y ok olarak degerlendirildi.

3.4.3. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan, en
diistik, en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilinm
kolmogorov simirnov, shapiro-wilk test ile Ol¢ilildii. Dagilimi normal olan nicel
bagimsiz verilerin analizinde ANOVA (Tukey test), bagimsiz 6rneklem t test
kullanild1. Dagilimi normal olmayan nicel bagimsiz verilerin analizinde mann-whitney

u test kullanildi. Nitel bagimsiz verilerin analizinde ki-kare test, ki-kare test kosullar1

28



saglanmadiginda  fischer  test  kullanildi. Analizlerde SPSS  28.0

programi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Calismamiza her grupta 8 adet sican olacak sekilde toplam 24 sicanin
tamamindan alinan 6rnekler histopatolojik incelemeye uygun bulunarak bu 6rneklerin
inceleme sonuglar1 c¢alismamiza dahil edilmistir. Sican femoral arterinde
mikrovaskiiler onarim gerceklestirildikten sonra postoperatif 7. giinde alinan femoral
arter Orneklerinin perivaskiiler inflamasyon, adventisyal inflamasyon, adventisyal
fibrosis, medial nekroz, intimal hiperplazi, endotel biitiinliigii ve trombiis formasyonu
degerlendirme sonuglar1 ve preperat drnekleri ayr alt basliklara ayrilarak sunuldu.

Klinik olarak degerlendirilen hayvanlarin agirligi, anastomoz patensi olup

olmamas1 ve mikrovaskiiler klemp stiresi incelenerek alt baslik halinde sunulmustur.
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Tablo 1: Parametreler Maksimum, Minimum ve Medyan Degerleri

Min-Mak Medyan  Ort.£ss/n-%

Agirlik 2220 - 329.0 265.5 265.1 + 249
Klemp Siiresi 200 - 31.0 24.0 245 + 33

<%25: Hafif 11 45.8%
Perivaskiller %25-50: Orta 9 37.5%
Inflamasyon

>%>50: Siddetli 4 16.7%

<%25: Hafif 10 41.7%
Adventisyal %25-50: Orta 10 41.7%
Inflamasyon

>%350: Siddetli 4 16.7%

() 17 70.8%
Adventisyal Fibrozis Hafif 6 25.0%

Orta 1 4.2%

() 19 79.2%
Medial Nekroz

C3) 5 20.8%

0-1 Tabaka: Hafif 11 45.8%
Intimal Hiperplazi 1-5 Tabaka: Orta 6 25.0%

>5 Tabaka: Siddetli 7 29.2%

) 9 37.5%
Endotel Biitiinligii

C3) 15 62.5%

() 13 54.2%
Trombiis Varlig

) 11 45.8%

Q) 7 29.2%
Patens

C3) 17 70.8%

Grup A 8 33.3%
Grup Grup B 8 33.3%

Grup C 8 33.3%

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Perivaskiiler inflamasyon

Kontrol grubunda deneklerin %37,5’inde siddetli perivaskiiler inflamasyon
bulgulari, %62,5’inde ise orta derecede perivaskiiler inflamasyon kaydedildi. NAC
grubunda ise deneklerin %12,5’inde siddetli, %25’inde orta derecede, %62,5’inde ise

hafif derecede perivaskiiler inflamasyon goriildi. NAC + GSH grubunda ise
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deneklerin %25’inde orta derecede, geri kalan %75’inde ise hafif derecede
perivaskiiler inflamasyon bulunmustur.

NAC ve NAC + GSH verilen gruplarda perivaskiiler inflamasyon kontrol
grubuna gore anlamli (p<<0.05) olarak daha diisiik bulunmugtur. NAC ve NAC + GSH

verilen gruplar arasinda anlamli farklilik bulunamamastir. (Tablo 2)

80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%

0.0%

<%25:  %25-50:  >%50:
Hafif Orta Siddetli

Perivaskiiler inflamasyon

OGrupA BGrupB BGrup C

Sekil 18: Gruplar Arasi Perivaskiiler Inflamasyon Oranlari

Sekil 19: Siddetli Derecede Perivaskiiler Inflamasyon Ornek Preparati, HE,100x
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Sekil 20: Hafif Derecede Perivaskiiler Inflamasyon Ornek Preparati, HE, 200x

4.1.2. Adventisyal inflamasyon
Kontrol grubunda deneklerin %50’sinde siddetli ve geri kalan %50 denekte
orta derecede adventisyal inflamasyon bulunmustur. NAC grubunda deneklerin
%62,5’inde orta derecede ve %37,5’inde hafif adventisyal inflamasyon goriilmiistiir.
NAC + GSH grubunda ise deneklerin %12,5’inde orta derecede, %87,5’inde ise hafif
adventisyal inflamasyon kaydedilmistir. NAC ve NAC + GSH gruplarinda siddetli
adventisyal inflamasyon izlenmemistir. (Sekil 21)
NAC + GSH verilen grupta hafif adventisyal inflamasyon oran1t NAC
verilen gruba ve kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) olarak daha fazla bulunmustur.

Kontrol grubu ve NAC grubu arasinda anlamli fark bulunamamustir. (Tablo 2)

90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%

0.0%

<%25:  %25-50: >%50:
Hafif Orta Siddetli

Adventisyal Inflamasyon

OGrupA BGrupB BGrup C

Sekil 21: Adventisyal Inflamasyon Dereceleri
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Sekil 23: Hafif Derecede Adventisyal Inflamasyon Ornek Preparati, HE, 200x
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Tablo 2: Gruplar Arasinda Klinik ve Histopatolojik Bulgularin Karsilagtirilmasi

' Grup A

Agirlik Ort.+ss 2703 + 347

Medyan 267.5
Klemp  Ort.tss 238 + 1.8
Sitiresi ~ Medyan 23.5
Perivaskiiler Inflamasyon
<%25: Hafif n-% 0% 0.0%
%25-50: Orta n-% 5 62.5%
>%>50: Siddetli n-% 3 37.5%
Adventisyal Inflamasyon
<%25: Hafif n-% 03 0.0%
%25-50: Orta n-% 4 50.0%
>%>50: Siddetli n-% 4 50.0%
Adventi  (-) n-% 4 50.0%
syal Hafif n-% 3 37.5%
Fibrozis Orta n-% 1 12.5%
Medial ) n-% 4 50.0%
Nekroz ~ (+) n-% 4 50.0%

Intimal Hiperplazi

0-1 Tabaka: Hafif n-% 4 50.0%
1-5 Tabaka: Orta n-% 1 12.5%
>5 Tabaka: Siddetli n-% 3 37.5%
Endotel (-) n-% 6 75.0%
Biitiinlii
N ) n-% 23 25.0%
gi
Trombii ) n-% 2 25.0%
s Varligi (+) n-% 6 75.0%

) n-% 3 37.5%
Patens

™ -% 2.5%

A ANOVA /¥ Ki-kare test (Fischer test)

' Grup A ile fark p<0.05, 2 Grup B ile fark p<0.05, * Grup C ile fark p<0.05
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4.1.3. Adventisyal Fibrosis

Adventisyal fibrozis kontrol grubunda deneklerin %12,5’inde orta derecede,
%37,5’inde hafif derecede bulunmustur. Kontrol grubunda deneklerin %50’sinde ise
Adventisyal fibrosis izlenmemistir. NAC grubunda deneklerin %37,5’inde adventisyal
fibrosis hafif derecede goriiliirken deneklerin %62,5’inde ise adventisyal fibrozis
gorlilmemistir. NAC + GSH verilen grupta ise adventisyal fibrozis goriilmemistir.

Gruplar arasinda adventisyal fibrozis degerleri anlamli  farklilik

gostermemistir. (Tablo 2)

Sekil 24: Orta Derecede Adventisyal Fibrozis Ornek Preparati, HE, 400x

M)

-3 A ) #

Sekil 25: Adventisyal Fibrozis Izlenmeyen Preparat Ornegi, HE, 200x
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4.1.4. Medial Nekroz

Kontrol grubunda deneklerin %50’sinde medial nekroz saptanirken geri kalan
deneklerde medial nekroz saptanmamistir. NAC grubunda deneklerin %12,5’inde
medial nekroz saptanirken deneklerin %87,5’inde medial nekroz saptanmadi. NAC +
GSH grubunda ise medial nekroz goriillmemistir. (Sekil 25)

Kontrol grubunda medial nekroz varligit NAC + GSH verilen gruba gore
anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksek oranda goriilmiistiir. NAC verilen grupta ise
kontrol grubuna ve NAC + GSH verilen gruba oranla anlamli farklilik géstermemistir.

(Tablo 2)

1000% -

80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
0.0%
) )
Medial Nekroz

OGrupA ®8GrupB ®GrupC

Sekil 26: Gruplar arasinda medial nekroz goriilme oranlari

Sekil 27: Medial Nekroz Olan Preparat Ornegi HE, 200x
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Sekil 28: Medial Nekroz Olmayan Preparat Ornegi, HE, 100x

4.1.5. Intimal Hiperplazi

Kontrol grubunda intimal hiperplazi deneklerin %37,5’inde orta derecede,
deneklerin %12,5’inde hafif derecede saptanirken deneklerin %50’sinde intimal
hiperplazi saptanmamistir. NAC verilen grupta deneklerin %12,5’inde orta derecede,
deneklerin %50’sinde hafif derecede intimal hiperplazi goriildii ve deneklerin
%37,5’inde ise intimal hiperplazi goriilmedi. NAC + GSH verilen grupta deneklerin
%37,5’inde orta derecede, deneklerin %12,5’inde hafif derecede intimal hiperplazi
goriiliirken deneklerin %50’sinde ise intimal hiperplazi goriilmemistir.

Kontrol grubu, NAC grubu ve NAC + GSH grubu arasinda intimal hiperplazi

oranlari arasinda anlamli fark izlenmemistir. (Tablo 2)

Sekil 29: Orta Derecede Intimal Hiperplazi ve Trombiis Ornek Preparati, HE, 200x
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Sekil 30: Intimal Hiperplazi izlenmeyen Ornek Preparati, HE, 200x

4.1.6. Endotel Biitiinliigii

Kontrol grubunda deneklerin %?25’inde endotel biitiinliigii saglanirken
deneklerin %75’inde endotel biitiinliiglinlin saglanamadigi goriilmiistiir. NAC verilen
grupta deneklerin %62,5’inde endotel biitiinliigli saglanabilmisken deneklerin
%27,5’inde endotel biitiinligli saglanamamistir. NAC + GSH verilen grupta ise
deneklerin %100’tinde endotel biitiinliigii saglanabildigi gortilmiistiir. (Sekil 30)

NAC + GSH verilen grupta endotel biitiinliigli kontrol grubuna ve NAC verilen
gruba gore anlamli (p<0.05) olarak yiiksek oranda saglanabilmistir. (Tablo 2)

100.0% ~

80.0% -
60.0% -~

40.0% -~

20.0% -

0.0%
) )
Endotel Biitiinliigii

OGrupA BGrupB BGrupC

Sekil 31: Endotel Biitiinliigii Saglanma Oranlar1
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Sekil 33: Endotel Biitiinliigii Olan Preparat Ornegi, HE, 100x

4.1.7. Trombiis Formasyonu

Kontrol grubunda deneklerin %75’inde trombiis mevcut iken deneklerin
%25’inde trombiis saptanmadi. NAC verilen grupta deneklerin %25’inde trombiis
saptanirken deneklerin %75’inde trombiis saptanmadi. NAC + GSH verilen grupta
deneklerin  %37,5’inde trombiis goriiliitken deneklerin  %62,5’inde trombiis
goriilmemistir. (Sekil 33)

Kontrol grubu, NAC verilen grup ve NAC + GSH verilen grup arasinda

trombiis varlig1 acisindan istatistiki olarak anlamli fark bulunamamustir. (Tablo 2)
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70.0%
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40.0%
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20.0%
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Q) ()

Trombiis Varlig1

OGrupA 8GrupB 8GrupC

Sekil 34: Gruplar arasinda trombiis oranlari

i

Sekil 35: Trombiis Mevcut Olan Preparat Ornegi, HE, 100x
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Sekil 36: Trombiis Mevcut Olmayan Preparat Ornegi, HE, 200x

4.2. KLINIiK BULGULAR

4.2.1. Anastomoz Patensi

Kontrol grubunda deneklerin %67,5’inde anastomoz patensi mevcut iken
deneklerin %37,5’inde anastomozlar patent degildi. NAC verilen grupta deneklerin
%75’inde anastomozlar patent iken deneklerin %25’inde anastomozlar patent degildi.
NAC + GSH verilen grupta deneklerin %75’inde anastomozlar patent bulunurken
deneklerin %25’inde anastomozlar patent degildi. (Sekil 36)

Kontrol grubu, NAC grubu ve NAC + GSH grubunda anastomoz patensleri
acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. (Tablo 2)

Anastomoz patensi mevcut olan deneklerde trombiis varlig1 ve perivaskiiler
inflamasyon non-patent olan deneklere gore anlamli (p<0.05) olarak daha diisiik
bulunmustur. Anastomoz patensi mevcut olan deneklerde non-patent anastomoz
saptanan deneklere gore medial nekroz anlamli (p<<0.05) olarak daha az bulunmustur.
Anastomoz patensi olan ve olmayan denekler arasinda klemp siiresi, agirlik,
adventisyal inflamasyon, adventisyal fibrozis, intimal hiperplazi ve endotel biitiinliigii

acisindan anlaml farklilik goriilmemistir. (Tablo 3)
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Sekil 37: Gruplarda Patens Oranlar1

4.2.2. Klemp Siiresi

Kontrol grubunda ortalama klemp siiresi ve standart sapma sirasiyla 23,8
dakika ve 1,8 dakika olarak kaydedildi. NAC verilen grupta bu deger 23,9 dakika ve
3.4 dakika olurken NAC + GSH verilen grupta ise sirasiyla 25,9 dakika ve 4,1 dakika
olarak hesaplandi. Klemp siireleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmadi. (Tablo 2) Patens olan grup ve patens olmayan grup arasinda klemp siireleri

anlamli bir farklilik géstermemistir. (Tablo 3)

4.2.3. Sicanlarin Agirh@

Kontrol grubunda si¢anlarin ortalama agirligi ve standart sapma sirasiyla
270,3g ve 34,7g olarak kaydedildi. NAC grubunda bu rakamlar sirasiyla 253g ve 12,5g
olarak kaydedildi. NAC + GSH grubunda ise bu rakamlar sirastyla 272g ve 20,7g
olarak kaydedilmistir. Gruplar arasinda sicanlarin agirliklar1 anlamli farklilik
gostermemistir. (Tablo 2) Anastomoz patensi olan si¢anlar ve olmayan si¢anlar

arasinda agirliklar1 agisindan anlamli farklilik izlenmemistir. (Tablo 3)
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Tablo 3: Patens Saptanan ve Saptanmayan Deneklerin Bulgularinin Karsilagtirilmasi

Patens (-) Patens (+)
Ort.£ss/n-% Medyan  Ort.4ss/n-%
Agirlik 253.6 + 20.1 252.0 269.8 £+ 257 0.162 ™
Klemp Siiresi 251 £ 27 25.0 242 + 35 0.547 !
<%25: Hafif 0 0.0% 11 64.7%
Perivaskiiler #25-50: 85.7% 3 17.6%
_ Orta e e 0.004 X
Inflamasyon
>%50:
o 143% 3 17.6%
Siddetli
<%25: Hafif 2 28.6% 8 47.1%
Adventisyal " 57.1% 6 35.3%
. T o A D7 0.404 X
Inflamasyon
>%50:
. 143% 3 17.6%
Siddetli
() 5 71.4% 12 70.6%
Adventisyal 2
Hafif 2 28.6% 4 23.5% 1.000 X
Fibrozis
Orta 0 0.0% 1 5.9%
© 3 42.9% 16 94.1% 2
Medial Nekroz 0.014 X
(+) 4 57.1% 1 5.9%
Intimal Hiperplazi
0-1 Tabaka: Hafif 2 28.6% 9 52.9%
1-5 Tabaka: Orta 1 14.3% 5 29.4% 0.276 X
>5 Tabaka: Siddetli 4 57.1% 3 17.6%
Biitiinliigi +) 5 71.4% 10 58.8% '
(=) 0 0.0% 13 76.5%
Trombiis
Z 0.001 X
Varlig ) 100.0%
3.5%

‘Bagimsiz rneklem t test /™ Mann-whitney u test / X Ki-kare test (Fischer test)
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Tablo 4: Endotel Biitiinliigii Olan ve Olmayan Gruplar Arasinda Klemp Siiresi

Degerleri
Endotel Biitiinligii (-) Endotel Biitiinligii (+)
Ort.+ss Medyan  Ort.£ss Medyan
Klemp Siiresi 240 = 1.7 240 248 + 39 230 0.903 ™

™ Mann-whitney u test
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5. TARTISMA

Mikrovaskiiler anastomoz diger bir¢ok disiplinle beraber plastik ve
rekonstriiktif cerrahi alaninda da pratikte siklikla kullanilan, 6grenmesi ve uygulamasi
zor bir tekniktir. Magnifikasyon altinda ¢aligmay1 ve mikrocerrahi aletleri kullanmay1
ogrenmekle baslayan bu yolculukta basarili olmak i¢in mikrocerrahi tekniklerin
klinikte dogru endikasyonlarla hatasiz sekilde uygulanmasi gerekmektedir. Dogas1
geregi hassas ¢alismanin ve detaylara dikkat etmenin ¢ok 6nemli oldugu mikrocerrahi
vaskiiler anastomozlarda basarinin en 6nemli faktoriiniin kullanilan teknikler veya
medikal tedavilerden daha ¢ok cerrahin yetkinligine bagli oldugu goriisii kabul
gormektedir(77). Clinkii mikrocerrahinin kendi igerisinde barindirdig1 zorluklara ek
olarak, uygulanmas1 gereken hastalarda da genellikle yiiksek enerjili, uzuv kaybi
yaratan travmalar veya tedavisiz kalmis ileri evre maligniteler gibi patolojiler
bulunmakta ve bu hastalar dezavantajli hasta gruplar1 arasinda yer almaktadir.

Hatasiz yapilmis bir mikrovaskiiler anastomoz sonrasinda bile damar
manipiilasyonu sirasinda meydana gelen endotel hasari, igne deliklerinden agiga ¢ikan
subintimal dokular gibi nedenlerden dolay1 trombiis gelisimi ve anastomozun
ttkanmast miimkiindiir. Anastomoz hattinda olusan trombiis formasyonu ve bu
trombiisiin anastomoz hattin1 kapatmasi mikrovaskiiler cerrahinin en Onemli
problemlerindendir ve anastomoz revizyonu i¢in ek cerrahi girisimler gerektirir(78).
Damarin ¢api kiigiildiikge de trombiis gelisimi ve basarisizlik oranlar1 artmaktadir(79).
Bu probleme bir ¢6zlim olarak antiagregan ve antikoagiilanlar klinikte yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ajanlarin bilinen risklerinden olan kanama artis1 nedeniyle ¢cogu
cerrah tarafindan genellikle postoperatif donemde ve dikkatle kullanilmaktadir(80).
Intaoperatif olarak damar uglarinin lokal irrigasyonu igin bir poliglikozaminoglikan
olan ve klinik tecriibesi 50 yildan fazla olan heparin siklikla kullanilmaktadir. Heparin
ile irrigasyonun anastomoz basarisini arttirdigi gosterilmistir(81). Calismamizda da
lokal yikama soliisyonu olarak mikrovaskiiler anastomozlarin rutin adimlarindan biri
haline gelmis olan heparin kullanilmistir.

Basarili anastomozlar sonrasinda bile kaginilmaz olarak kii¢iik miktarlarda da

olsa olugan trombiislerinin nedeni normalde non-tombojenik olan endotel tabakasinin
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biitiinliigiiniin bozulmas1 ve hasarlanmasidir. Trombiis aktivasyonu ile mikro
sirkiilasyon bozulmakta, vazokonstriiksiyon, endotelyal hiicre 6demi, perivaskiiler
alanlarda O6dem, serbest oksijen radikallerinin olusmasi ve bu radikallerin
ekstravazasyonu goriilmektedir(82). Bu sebeple hiicre diizeyinde goriilen bu hasarin
azaltilmasi, endotel fonksiyonun ve biitiinliigiiniin en kisa siirede normale en yakin
seviyelere getirilmesi icin ¢alismamizda NAC ve GSH kullanilmistir. Daha 6nce
yapilan caligmalarda N-Asetil sisteinin GSH sentezini arttirdigit ve NO aracili
vazodilatasyonu arttig1 goriilmiistlir(83). Ek olarak NAC platelet agregasyonunda
inhibisyon yapan NO aktivitesini potansiyelize etmektedir(84). Yapilan baska bir
caligma ise in vitro olarak uygulandiginda 3 mM-10 mM dozunda platelet agregasyonu
inhibisyonu yapabilecegini gostermektedir(85). Calismamizda ise trombiis
formasyonu olusumu ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamasa da
kontrol grubunda %75 oraninda olan trombiis formasyonu NAC grubunda %25
oraninda goriiliirken NAC + GSH grubunda ise %37,5 oraninda goriilmiistiir. (Tablo
2) Non-patent anastomozlarda trombiis formasyonu olusumu ise patent anastomozlara
oranla anlamli olarak yiiksek olarak bulundu. (Tablo 3)

Neointima formasyonu olusum asamasinda NAC ve GSH bir transkripsiyon
faktorli olan NF-xB inhibisyonu aracilig1 ile hasar sonrasi endotel aktivasyonunu ve
spesifik adezyon molekiillerinin sayisim1 arttirabilir(86). Tavsan karotis arteri
anastomozu sonrast NAC tedavisi ile intimal hiperplazi azaltilarak liimen daralmasinin
Onlenebilecegi gosterilmistir(87). Baska bir calismada ise diisik GSH diizeyinin
endotel disfonksiyonu ve renal fibrozisle iligkilendirilebilecegi gosterilmistir(88).

Calismamizda ise GSH ve NAC verilen grupta anlamli olarak daha iyi endotel
biitiinliigli saglanmigtir. Kontrol grubunda %12,5 olan endotel biitiinliigi NAC
grubunda %62,5 ve NAC + GSH grubunda ise 100% oranda saglanabilmistir.
Anastomoz hattinda endotel biitlinliigiliniin saglanmas1 daha az trombojenik maruziyet
ve daha iyi akim paterninin olugmasi ile tromboza daha az yatkin bir anastomoz hatti
saglayabilir. Mikrovaskiiler anastomoz cerrahisinde anastomoz iliskili problemlerin
cogunun 7-10 giinliik kritik siirenin igeresinde goriilmekte ve bu siire endotel
iyilesmesi ve biitlinliigliniin tamamlandig: siire ile paralellik gostermektedir(89).

Daha ge¢ donemlerde ise anastomozlarin yeterli agikligi saglayamamasi

iyilesme siirecinde damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinin istenilenden fazla
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cogalmast ve subintimal hiperplazilere neden olmasma baglanmaktadir. Kalp ve
damar cerrahisi disiplininde daha yaygin ve giincel bir sorun olmaya devam eden geg
donem anastomoz tikaniklarinda neointimal hiperplazi ve hizlanmis ateroskleroza
bagh tikanikliklar suglanmaktadir(90). Calismamizin bir limitasyonu olarak da
gosterilebilecek olan uzun donem sonuglar calismamizda incelenmemistir.
Calismamizda 7. giin sonundaki endotel katmani sayisina gore siniflandirilan intimal
hiperplazi gruplar arasinda anlamli farklilik gdstermemistir. (Tablo 2)

Damarin tunika mediasinin bilylik boliimiinii olusturan diiz kas hiicrelerinin
mikrovaskiiler anastomoz hattinda nekroza ugramasi en yogun olarak dikislerin
stkildig1 bolgede goriilmektedir. Teknik olarak hatasiz yapilmis anastomozda bile
tunika mediada distorsiyon goriilmektedir. Bu mekanik distorsiyonun minimal
diizeyde olmasi ve anastomoz hattindaki diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu stabil bir
anastomoz hatt1 i¢in O6nemlidir(91). Diiz kas hiicre kiiltiirlinde NO aracili hiicre
Oliimiiniin arastirildigir bir ¢aligmada glutatyonun NO aracili apoptozu azalttig
gosterilmistir(92). Calismamizda medial nekroz NAC + GSH verilen grupta diger
gruplara gore anlamli olarak (p<0.05) daha az goriilmiistiir. (Tablo 2) Kontrol
grubunda deneklerin %50’sinde medial nekroz saptanirken NAC grubunda bu oran
%12,5 olmustur. NAC + GSH grubunda ise medial nekroz goriillmemistir.

Damarin en dis tabakasini olusturan tunika adventisya tabakasi mikrocerrahi
teknikler uygulanirken en ¢ok manipiile edilen tabakadir. Damarin fizyolojik
ihtiyaglara cevap vermesini saglayan kontrol mekanizmalarindan olan nervi
vasarumlar yine bu tabakada yerlesmislerdir. Adventisyanin trombojenik ekstraseliiler
bag doku liflerini icermesi nedeniyle de anastomoz hattinda bulunmasi
istenmemektedir. Bu sebep ile anastomoz hattindan kesilerek uzaklagtirilmasi
giiniimiiz mikrocerrahi pratiginde rutin bir adim olarak yerini almistir. Anastomoz
iyilesme siireglerinde ise inflamasyonun en yogun olarak adventisyada goriilmesi bu
nedenle sasirtict degildir(64).

Travma ile aktive olan adventisyadaki fibroblastlar, perivaskiiler dokulardan
inflamatuar hiicreleri c¢agirmak i¢in proinflamatuar sitokinler iiretirler(93).
Makrofajlarin bolgeye gelmesi ile proinflamatuar sitokin yogunlugu ve reaktif oksijen

{iriinlerinin miktar1 artar. Ideal inflamasyon lokalize ve hafif siddetli olmalidir, uzamis
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ve siddetli inflamasyon oksidatif stres aracili hasarla iliskilidir. Boyle bir ortamda
endotel fonksiyonlar1 bozulacaktir(94).

Glutatyon ve N-Asetil sisteinin akut ve siddetli inflamatuar yanitin oldugu bir
hastalik olan septik soktaki etkileri lizerine yapilan bir klinik ¢aligmada, yiiksek dozda
(75mg/kg/giin) GSH ve NAC verildiginde istatiksel olarak anlamli bigimde
peroksidatif stresin azaldii gosterilmistir. Ayrica proinflamatuar belirteglerde
iyilesme ve 10. giin takibinde daha az mortalite kaydedilmistir(95). Septik sok {izerine
yapilan giincel baska bir ¢alismada da vitamin C, vitamin E, NAC ve melatoninin
oksidatif  stresi azaltmada kontrol grubuna goére Dbasarili  oldugunu
gosterilebilmistir.(96).

Periferik arter hastalifinda makro ve mikrosirkiilasyon degerleri ve agrisiz
ylirlime mesafesinin arastirildig ¢ift kor ve plasebo karsilastirmali bir klinik ¢alismada
intavendz glutatyon tedavisinin plaseboya gore etkinligi gdsterilmistir. Daha uzun
ylirlime mesafesi ve daha iyi dolagim parametrelerinin 6l¢iimii egzersiz sirasinda bu
hastalarda ortaya c¢ikan iskemi hasarinin GSH araciligi ile azaltilabilecegini
diisiindiirmiistiir(97).

Caligmamizda adventisyal ve perivaskiiler inflamasyon cevabinin optimal
seviyede tutulmasi i¢in verilen NAC ve GSH ile siddetli inflamasyon cevabinin
azaltilmas1 amacglanmistir. Kontrol grubunda %50 oraninda siddetli ve %50 oraninda
orta derecede adventisyal inflamasyon bulunmustur. NAC grubunda %62,5 oraninda
orta derecede ve %37,5 oraninda hafif inflamasyon goriilmiistir. NAC + GSH
grubunda ise %12,5 oraninda orta derecede, %87,5 oraninda hafif adventisyal
inflamasyon kaydedilmistir. NAC ve NAC + GSH gruplarinda siddetli adventisyal
inflamasyon izlenmemistir. NAC + GSH verilen grupta NAC verilen gruba ve kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik derecede adventisyal inflamasyon
bulunmustur. Adventisyal fibrozis ise gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemistir. (Tablo 2)

Mikrovaskiiler anastomozlar sirasinda adventisya gibi perivaskiiler dokular da
genis bir diseksiyona maruz kalmaktadirlar. Bu alandaki diseksiyon ise iyilesme
stirecinde karsimiza inflamasyon ve fibrozis olarak g¢ikmaktadir. Genellikle yag
hiicrelerinden ve bag dokusundan olusan perivaskiiler dokular damarda fizyolojik

hemostasis saglanmasinda gorevlidir. Perivaskiiler adipositler inflamatuar uyaranlara
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cevap verebilen, damar ¢evresindeki sempatik pleksus ile damar arasindaki iletisimi
saglayan 6zellikli endokrin hiicrelerdir(98).

Perivaskiiler alanda obezite, metabolik sendrom, diyabet gibi nedenler ile artan
inflamasyon kronik donemde gelisen aterosklerozdan sorumlu tutulmaktadir(99).
Pulmoner hipertansiyonda ise perivaskiiler alanda dengenin inflamasyon lehine
bozuldugu izlenmistir(100). Sistemik Sklerozise bagli vaskiiler problemler ve dijital
iskemilerde de perivaskiiler alanda inflamasyonun ve fibrozisin arttig1 goriilmiistiir.
Medikal tedaviye yanitsiz olgularda bu fibrotik perivaskiiler alan ve adventisyanin
eksizyonuyla periarteryel sempatektomi cerrahi tedavi seceneklerinden biri olarak
kullanilmaktadir(101,102).

Caligmamizda perivaskiiler inflamasyon NAC verilen grupta ve NAC + GSH
verilen grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur. NAC ve
NAC + GSH gruplar arasinda anlamli fark bulunamamustir. (Tablo 2) Anastomoz
patensi mevcut olan deneklerde perivaskiiler inflamasyon istatistiksel olarak anlaml
diizeyde diisiik bulunmustur. (Tablo 3) Kontrol grubunda deneklerin %37,5’inde
siddetli inflamasyon bulgulari, %62.5’inde ise orta derecede inflamasyon kaydedildi.
NAC grubunda ise deneklerin %12,5’inde siddetli, %25’inde orta derecede,
%62,5’inde ise hafif derecede inflamasyon goriildii. NAC + GSH grubunda ise
deneklerin %25’inde orta derecede, geri kalan %75’inde ise hafif derecede
perivaskiiler inflamasyon bulunmustur.

Calismamizda klinik degerlendirme sonuglarindan patens ve klemp siiresi
acisindan gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli farklilik bulunamamistir. (Tablo
2) Anastomoz patensi kontrol grubunda %62,5 olarak kaydedildi. NAC ve NAC +
GSH gruplarinda patens oran1 %75 idi.

Calismamizin limitasyonu olarak mikrovaskiiler anastomoz iyilesme
sathasiin sadece erken doneminde inceleme yapilmis olmasi nedeniyle daha uzun
donem sonuglar degerlendirilememistir. Kullanilan farmakolojik ajanlar tek sefer ve
tek doz olarak kullanildigindan doz bagiml etkileri degerlendirilememistir. Doku veya
kan orneklerinde biyokimyasal belirtecler ¢aligiimamustir.

Calismamizin limitasyonlar1 olmasina ragmen tiim bu veriler 1s18inda
glutatyon ve N-Asetil sisteinin anastomoz iyilesmesinin akut donemde 6nemli katkilar

yaptigini sdyleyebiliriz.
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6. SONUC

Mikrovaskiiler anastomoz klinik pratikte siklikla kullanilmas1 ve teknik olarak
zorlayict olmasi nedeniyle tariflendiginden beri {izerine bir¢ok farkli agidan egilen
klinik ve deneysel ¢aligmalar1 yapilmis olan, giiniimiizde de calismalari devam eden
bir konudur. Bu konuyla ilgili bir¢ok arastirma yapilmis olmasina ragmen anastomoz
iyilesmesinde ve farmakolojik tedavisinde tam anlamiyla anlasilamamis ve goriis
birligine varilamamis noktalar mevcuttur.

Literatiirde N-Asetil sisteinin mikrovaskiiler anastomoz iyilesmesi {izerinde
olumlu etkilerini gosteren az sayida yayin olsa da glutatyon ve N-Asetil sisteinin
mikrovaskiiler anastomoz iyilesmesi {izerine etkilerini inceleyen ¢alismamiz bu iki
ajanin beraber kullanildig1 ilk calismadir ve bu konuda muhtemel daha ileri

arastirmalar icin ¢aligmacilara bir fikir vermektedir.
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