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OZET

Calismamizda, bir 6n ¢alisma olarak TNF-alfa ve IL-10'un hipospadias cerrahisi
esnasinda ¢ok sik kullanilan bir yontem olan penil turnike uygulamasinin yol actig
iskemi-reperfliizyon hasarinin diizeyinin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu degisimin
ortaya konmasi ileride kullanilabilecek TNF alfa inhibitorleri ve 1L-10 preparatlarinin
doku iyilesmesi ve olugan hasarin azaltilmas1 yoniindeki ¢aligmalara onciiliik edebilir.

Calismamizda; ¢alisma grubunu 12 primer hipospadias onarimi olgusu, kontrol
grubunu ise genel anestezi altinda siinnet islemi gergeklestirilen 12 olgu olusturmustur.
Calisma grubunda turnike uygulanmadan once ve 20 dakika turnike uygulandiktan
sonra cerrahi sahaya sizan yaklasik 1 cc kan, kontrol grubunda ise siinnet islemi
esnasinda sahaya sizan yaklagik 1 cc kan enjektor yardimiyla aspire edilerek toplanmis
ve derhal santrifuje edilerek serumlar -80 santigrad derecede saklanmistir. 1L-10 ve
TNF alfa diizeyleri ELISA yontemi ile instant Bendermed human TNF alfa ve human
IL-10 kitleri ile yapilmistir. Elde edilen veriler SPSS 16.0 versiyonu ile Mann-Whitney
U testi kullanilarak degerlendirilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubu ile ¢alisma grubu arasinda yas
ortalamasi agisindan anlamli farklilik gézlenmedi. TNF alfa degerleri agisindan turnike
sonrasi elde edilen degerler turnike Oncesi ve kontrol grubu degerlerine oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti(p< 0.05). IL-10 degerleri agisindan turnike
sonras1 elde edilen degerler turnike Oncesi ve kontrol grubu degerlerine oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti(p< 0.05).

Hipospadias cerrahisinde uygulanan penil turnike yontemi insanlarda penil
dokuda iskemi reperfiizyon hasari olusturmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarina bagh
olarak TNF alfa ve IL-10 diizeylerinde oldukga yiiksek artiglar meydana gelmektedir.
Iskemi reperfiizyon hasar1 hipospadias cerrahisinin en stk komplikasyonlari olan fistiil

olusumu ve meatal stenoz gelisimini agiklamaya yardimci olabilir.



SUMMARY

As a preliminary study, in our study, TNF-alpha and IL-10 are intended to
reveal the level of damage caused by ischemia-reperfusion, during penile tourniquet
application which is a commonly used method in hypospadias surgery. In the future
TNF-alpha inhibitors and IL-10 preparations can be used to reduce the damage and may
lead tissue healing.

The study group was built up 12 cases of primary hypospadias repair and the
control group also consisted 12 patients that circumcision procedure performed under
general anesthesia. One cc. blood leaking from the surgical field was aspirated with the
help of a syringe during circumcision in the control group while before and after 20
min. tourniquet application in the study group. Collected blood immediately centrifuged
and the serum stored in -80 degrees Celsius. IL-10 and TNF-alpha levels were measured
by ELISA method using Bendermed instant human TNF alpha and IL-10 Kits. The
obtained data was evaluated with Mann-Whitney U test using SPSS version 16.0.

Results are evaluated in terms of average age of the working group with the
control group no significant difference was observed. TNF alpha values obtained after
tourniquet application were significantly higher than the values of the pre-tourniquet
and the control group (p <0.05). Also IL-10 values obtained after tourniquet application
were significantly higher than the values of the pre-tourniquet and the control group (p
<0.05).

In humans, penile tourniquet method during hypospadias surgery causes
ischemia reperfusion injury in penile tissue. Depending on ischemia-reperfusion injury,
TNF alpha and IL-10 levels are increasing gradually which results in tissue damage.
Therefore ischemia-reperfusion injury may help to explain the development of fistula
formation and meatal stenosis which are the most common complications of

hypospadias surgery.

Vi



1. GIRIS VE AMAC

Hipospadyas ve kordi diizeltilmesi ¢ocuk yas grubunda sik uygulanan iirolojik
operasyonlardir. Bu operasyonlar sirasinda kanamayi azaltmak ve ereksiyon testi

yapmak i¢in penis kokiine turnike uygulamasi sik kullanilan bir yontemdir (1,2,3).

Penil turnike islemi hipospadyas cerrahisinde ¢cogu cerrah tarafindan uygulanan
bir islem olmasina ragmen giivenilir turnike siiresinin ne olmasi gerektigi hakkinda
ortak goriis bildiren literatiir yoktur. Kimi cerrahlar tiim operasyon siiresince turnike
uygulamasmi  savunurken kimi  belirli  araliklarla  turnike  uyguladiklarini

belirtmektedirler (2,3,4,5).

“Turnike” uygulamasi antik ¢aglardan itibaren kanama kontroliinde yer
bulmustur, 6zellikle amputasyon olmak iizere ekstremite cerrahisinde uygulanan ve
giivenilirligi sorgulanan bir yontem olmustur (6). Turnike uygulamasinda turnikenin
distalinde kalan tim dokularda arteryel ve vendz dolasimin engellenmesi ve kansiz bir
sahada ¢alisma hedeflenir. Bu durum hipospadyas cerahisinde 6nemli yer tutmaktadir.
Turnike sirasinda dokuda iskemi meydana gelmekte, turnike sonlandirildiginda ise kan
akiminin tekrar baslamasiyla reperfiizyon hasar1 olusmaktadir (7). Iskemi ve
reperfiizyon hasarinda bir ¢cok mekanizma sorumlu tutulmakta, bunlar arasinda serbest

oksijen radikalleri 6nemli yer tutmaktadir (8,9,10).

Cesitli dokularda iskemi ve reperfiizyonun yol actigi hasari inceleyen bir ¢ok
calisma olmakla birlikte (11,12,13,14) erektil dokularda iskemi ve reperflizyonun

meydana getirdigi degisiklikleri inceleyen calisma sayisi1 olduk¢a sinirhdir.

Munarriz 2003 yilinda iskemik priapizm modelinde erektil dokularda olusan
degisiklikleri inceledigi bir ¢aligma yayinlamistir (15). Dokuda meydana gelen hipoksik
hasarin reperfiizyon siiresi ile orantili olarak arttigini bildirmistir. Turnike islemine baglh
olarak erektil dokularda meydana gelen degisiklikleri inceleyen Glney’in tez
caligmasinda ise penil turnike uygulamasinin 20 dakikalik siirede dahi biyokimyasal ve
histopatolojik olarak saptanan hiicre hasarina yol acabildigi gosterilmistir (16). Yine

Oktay’in tez ¢aligmasinda aralikli turnikenin dokulara devaml turnikeye oranla daha



fazla zarar verdigi ve antioksidan maddelerle (enoant) bu =zararin asgariye

indirgenebildigi gosterilmistir(17).

TNF alfa, iskemi-reperfiizyon durumunda ortaya ¢ikan inflamatuar yanitta
anahtar rol oynamaktadir. Bir ¢ok hayvan c¢alismasinda TNF alfa’nin inflamasyon
varliginda kan diizeyinin arttifini1 gostermistir. Bununla birlikte yine birgok ¢alismada
TNF alfa inhibitorlerinin kullanilmasi, inflamatuar kokenli bir¢ok hastalikta olusan

doku hasarini azalttig1 belirtilmistir.

Yine inflamasyon durumunda vucutta miktar1 artan bir baska sitokin olan IL 10
vucutta inflamasyonun sonlandirilmasinda gorev alir. Bu etkinin inflamasyon nedeni ile
olusan doku hasarini engelledigi diisiiniilerek otoimmiin kdkenli bazi hastaliklarda IL

10 preperatlarinin kullanilmaya baslanmis ve yararli sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda, bir 6n c¢alisma olarak, bahsedilen bu 2 sitokinin “insanlar
tizerinde” iskemi reperfiizyon durumunda miktarlarinin nasil degistigini arastirmayi
planladik. Bu degisimi saptamak daha sonra yapilabilecek, iskemi-reperfiizyon hasari
modellerinde TNF alfa inhibitor ve IL 10 preperatlarinin doku iyilesmesinde veya doku
hasarin azaltilmasinda kullanilabilecegine dair yapilabilecek ¢alismalara onciiliik

edecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PENIS ANATOMI ve HISTOLOJISI

Penis radiks ve korpustan olusan erektil bir organdir. Radiks {irogenital bolgede
yerlesmistir. iki krus ve bir bulbus olmak iizere ii¢ erektil yapiya sahiptir. Her iki krus
kendi etraflarindaki iskionun altina tutunur ve iskiokaverndz kas tarafindan sarilirlar.
Daha sonra her iki krus yan yana birlikte seyrederler. Bu noktadan itibaren kruslar
“korpus kavernosum” olarak adlandirilirlar. Korpus kavernosum penis yapi olarak
stingere benzer. Korpus kavernosumu digtan saran ve “tunika albuginea korpus
kavernosum” adi verilen zar saglam bag dokusundan olusmustur. Korpus

kavernosumlar glans peniste sonlanirlar (17, 18).

Penis bulbusu yilizeyel perineal bolgede her iki krusun arasinda yer alir.
Bulbusun st kisimlart tirogenital diaframin alt kenarma tutunur ve bulbokaverntz kas
ile ortiliir. Baslangicta bulbusu iistten penetre eden iiretra daha sonra merkezde yer
alarak bulbus icinde 6ne dogru ilerler. Bulbusun, korpus kavernosumlarin proksimal
ucu ile komsu olan kismindan itibaren adi “korpus spongiosum” olur. Korpus
spongiosum, korpus kavernosumlar arasindaki alt orta olukta yer alir. Penisi
uzunlamasina gegerken korpus spongiosum daralirsa da hemen sonra distal ucta
genisleyerek glans1 olustururur. Korpus spongiosum penisin etrafin1 saran tunika

albuginea ince ve gevsektir.

Glans, penis korpusundan fiziksel olarak “sulcus coronarius” ile ayrilir. Glans
penisin yapist diger erektil dokulardan farklidir. Burada bulunan kavernalar genis ve
kivrik damara benzer. Bu kavernalar arasinda bag dokusu ¢oktur. Bununla birlikte kas
lifleri de ¢ok az bulunur ve tunika albuginea yoktur. Glansin ucunda iiretranin
sonlandigt mea bulunur. Glans “prepusyum” adi verilen c¢ift katli penis cildi ile
ortaladdr. Prepisyumun 6n yizinde bulunan “frenilum” cildin medial bir plisi olup

meaya tutunur.
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Penis anatomisi.

Penisin derin ve yiizeyel olmak iizere iki fasyasi vardir (17). Yuzeyel olan fasya
“Colles fasyas1” adini alir. Bu fasya skrotumun dartos fasyasi ve siiperfisiyal perineal
fasya ile uzanir. “Buck fasyas1” olarak adlandirilan penisin derin fasyasi korpus
kavernosumlar ve korpus spongiosumu saran kuvvetli bir fasyadir ve derin perineal
fasyaya uzanir. Buck fasyasi korpus kavernosumlarin distal ucunda son bulur ve glans
penisi ortmez. Buck fasyasi distal ugta incelir, multipl delikler yardimi ile korpus

kavernosumlarin birbiri ile olan iligkisini saglar.

Penis Kanlanmasi

Penisin arteryel kanlanmasini baslica a.dorsalis penis, a.profunda penis ve
a.bulbodretralis gibi a.pudentalis internanin dallar1 saglamaktadir (17). Ayrica
a.pudentalis externanin yiizeyel ve derin dallar1 a.pudentalis interna dallar1 ile

anastomozlar olusturan ve penil cildi besleyen bir ¢ok kii¢iik dal vermektedir.
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Penisin vendz drenaji ii¢ ayr1 sistemden olusur (17,19,20,21). Ilk sistem,

dartosun altindaki yiizeyel ven agidir, v.dorsalis penis superfisialis yolu ile v.saphena

magna’ya drene olur. ikinci sistemi buck fasyas: derininde bulunan ve v.dorsalis penis

profunda’ya drene olan ven agi olusturur. Ayrica korpus kavernosumlardan g¢ikan

lateral, inferior ve superior emisser venler ile ¢cok sayida circumfleks penil ven drene

olur. Ugiincii sistem ise korpus kavernosumlar1 ve korpus spongiosumu drene eden bir

grup derin venden olusur.



Korpus kavernosumu drene eden derin venler pudental pleksusa bosalir. Korpus
spongiosum ise bulber ve liretral venlerden olusan derin bir ven ag1 araciligi ile drene
olur. Distal {iiretray1 6n ve arka iiretral venler drene eder. Arka venler birleserek
pudental pleksusa veya bulber venlere bosalirlar. Uretral venlerin én grubu sirkumfleks

vendz sistemi olugturmak {izere, sonradan posterior emisser venler ile birlesen bir ¢cok

dala ayrilir (22).

Penisin Lenfatik Drenaji

Penil cildin lenfatik drenaji superfisiyal inguinal lenf bezlerine, glans ve distal
tiretranin lenfatik drenaji ise derin inguinal ve eksternal iliak lenf bezlerine
bosalmaktadir. Korpus kavernosum ve proksimal iiretra ise internal iliak lenf bezlerine

drene olmaktadir (17).

Penisin Iinnervasyonu

S2 — S4 spinal segmentten ¢ikan sinir lifleri ile saglanmaktadir. Sempatik
innervasyon n.pudendalis’in terminal bir dali olan n.dorsalis penis tarafindan
saglanmaktadir. Cildin ve glans penisin innervasyonundan sorumludur. Penis kokiinde
n. ilioinguinalis dallar1 innervasyona katki saglar. Kavern0z sistemin innervasyonu
parasempatik sistemin kontroliindedir, prostatik pleksustan ¢ikan parasempatik lifler
erektil dokular1 innerve etmektedir (17). N6érovaskiler sinir demeti penis dorsumunda
saat 11 ile 13 arasinda yerlesmistir, ayrica nérovaskiiler demetten ayrilan kiiclik dallar

korpus spongiusum igine girmektedir (23).

Penis Histolojisi

Korpus kavernosumun tunika albugineasi, kalin kollagen fibriller ve birkac adet
elastik liften olusmustur. Kollajen fibriller interstisyel kollajenlerden (Tip I — Il — I11) ve
tropokollajenden meydana gelir. Tip | kollagen fonksiyonel olan birimdir. Elastik
fibriller siklikla iki anatomik bolgede bulunur, bunlar proksimal krus ve distal tunikadir.

Penisin istirahati sirasinda tunika ¢ok gevsektir. Korpus spongiosum penis; bol ve



diizensiz yapida elastik fibriller igerir. Elastik ag, glans penis yapisinda da bulunur ve

diizensiz dagilim gosterir (24).

Korpus kavernosum bag dokusu ve diiz kasla birbirinden ayrilmis lakiiner araliklar
olarak tanimlanmistir (25). Korpus kavernosumlarin fibr6z iskeleti tunika albuginea ve

stitunlarindan olugmaktadir.

Penil Ereksiyon Fizyolojisi

Ereksiyon halinde olmayan, gevsek, peniste diiz kas tonusu yiikselmistir.
Ereksiyon i¢in ise penil diiz kas tonusunun azalmasi gerekmektedir. Genital ve
ekstragenital cinsel uyarilarin motor yaniti olarak olusan ereksiyonun ilk asamasinda
penil arterler (kavernozal ve heliksin arter) dilate olur. Penis gevsek durumdayken
lakiiner boslukta diisiik kan akimi ve diisiik bir basing mevcuttur. Ereksiyonda ise
venlllerde elongasyon, c¢aplarinda azalma ve resistansta artis saglayan lakiiner
bosluklarin dilatasyonu ile sonlanan kavernozal ve arterial diiz kas relaksasyonu
gergeklesmektedir. Bunun sonucunda lakiiner alan ic¢ine olan kan akimi artar ve
kavernoz ici basing yiikselir. Arteriyal dilatasyonu takiben, trabekiiler diiz kas gevser ve
bdylece lakiiner alan kompliyansi artarak kanin burada depolanmasi saglanir. Venoz
pleksuslarin tunica albuginea ve genisleyen sinusoidal alanlar arasinda sikigmasi sonucu
vendz akim azalir. Tunicanin gerilmesi, emisser venlerin okliizyonuna neden olur,
vendz kan akimi minimal diizeye iner. Intrakaverndz basing artar (yaklasik 100mmHg)
ve peniste ereksiyon gerceklesir. Iskiokaverndz kasin kasilmasi ile tam ereksiyon

gerceklesir (26).



2.2. iISKEMIi VE REPERFUZYON

2.2.1. MEKANIZMALAR

Bir dokuya giden kan akimi kesildiginde, o dokuya ait hiicrelerin fonksiyon
bozuklugu ile baslayan ve hiicre oliimiine kadar ilerleyen bir dizi kimyasal olay
gerceklesir. Hiicresel fonksiyonlarin gergeklesebilmesi igin gerekli temel yakit
oksijendir. Normal hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan yiiksek enerjili fosfat baglar
aerobik metabolizma ile saglanir. Oksijen yetersizligi durumunda anaerobik
metabolizma devreye girer. Bu da laktik asit ve toksik metabolitlerin birikimi ile
sonuglanir. Ortaya ¢ikan asidoz nedeniyle normal enzim kinetigi degisir ve yiiksek
enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir. Bu durumda hiicre kendi homeostazi i¢in gerekli

olan enerjiden yoksun kalir (8).

Hicresel homeostaz icin gerekli olan enerji kaynaklarinin, 6zellikle ATP’nin
tiikketimi, hiicre membraninda iyon dengesizligine yol acar. Na+ ve Ca++ iyon dengesi
bozulur. Oksijen seviyesi diistiigiinde oksidatif fosforilasyon sona erer ve hiicrede enerji
tiretimi glikoliz ile saglanir. Glikojen depolariin tiiketilmesi ise laktik asit ve inorganik
fosfatlarin birikimi ile sonuglanir. Mitokondrial fonksiyon bozulur, hiicre membran
permeabilitesi artar. Hiicrenin anahatlari; ultrastrukturel 6zelliklerinin kaybi ve hiicre
yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Osmotik regiilasyonun kaybi nedeniyle
hidropik dejenerasyon — vakuoler dejenerasyon izlenir. Hiicre ¢ekirdeginde kromatin

kiimelenmesi ve piknozis gibi histolojik bulgular gorulir (8,27,28,29).

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak dokuya kan
akiminin yeniden diizenlenmesidir. Reperflizyonun, iskemik dokuda enerji ihtiyacinin
saglanmas1 ve toksik metabolitlerin uzaklastirilmasi gibi iki olumlu etkisi vardir.
Boylelikle reperfiizyon iskemik hasarin diizeltilebilmesi igin gerekli bir siiregtir. Ancak

oksijenlenmis kanin iskemik dokuya doniisii dokuyu daha fazla zedeleyen bir reaksiyon



stirecini baslatir (8). Reperfiizyon hasari serbest oksijen radikalleri, endotelial faktorler

ve notrofillerin eslik ettigi karmasik bir mekanizmayla gerceklesir.

Reperfiizyon hasarina dogrudan veya dolayli olarak katilan pek ¢cok madde ve
biyokimyasal reaksiyon tanimlanmistir. Bu maddelerin birbiriyle etkilesimi sonucunda
iskemi — reperfiizyon hasarinin reperfiizyon kisminin mediatorleri olan serbest oksijen

radikalleri ortaya ¢ikar.

Iskemi — reperfiizyonun yol actig1 mikrovaskiiler hasar icin nétrofil ve endotel
iliskisi gerekmektedir. Iskemi sirasinda ve daha agirlikli olarak bunu takip eden
reperfiizyon doneminde postkapiller veniillerde endotele artmis nétrofil adhezyonu
goriiliir. Arasidonik asit metabolitleri , 6zellikle 16kotrienler kapiller permeabiliteyi ve
l6kositlerin endotele adezyonunu arttirirlar.  Endotele giderek artan ilgiyle baglanan
Iokositler, lizozimleri aktive eder, reaktif oksijen radikalleri Uretir ve diger 1okositler

icin kemotaktik ajanlar salinmasina neden olur.

Iskemi ve reperfiizyon siirecinde aktive olan lizozim proteolitik enzimlerin
salinmasin1 saglarken Fosfolipaz A, hiicre membran lipidlerini aragidonik aside
doniistiiriir.  Arasidonik asit, 1okotrienler ve prostaglandinler gibi inflamatuar

mediatorlerin prekirsoridar (9).

2.2.2. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, en dis yoriingesinde tek sayida elektron igeren, ileri derecede
reaktif, kisa omiirlii ve stabil olmayan molekdllerdir. Molekler oksijenin indirgenmesi

ve uyarilmasi ile ¢ok degisik oksijen serbest radikalleri tiretilebilir (30).

Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasinda
negatif yukli bir ara Grln olan stiperoksit radikali (O;") olusur. Siiperoksit radikalinden
enzimatik yolla veya spontan dismutasyonla ikinci bir ara rtin olan hidrojen peroksit
radikali (H,O;) olusur. Daha sonra 6zellikle mitokondride diger bir tiriin olan hidroksil
radikali (OH") olusur (Sekil 1). Digerleriyle karsilastirildiginda b lr@ikali yiiksek
elektron aktivitesine sahiptir ve cok reaktiftir. Ancak oksijen radikallerinden en aktif
olamn OH

[

radikali



membran potansiyellerinin indirgenmesi gibi etkilerden baslica sorumlu olan radikaldir

Siiperoksid radikalinin bashca kaynaklar
Ksantin O:
Oksidaz > Oksijen
(Lokosit Sitokrom p450
endotel Siklooksijenaz
Lipooksijenaz
Hemooksijenaz
NADPH
oksidaz g
(Lokositler) E ;
NO Superoksid dismutaz
NOO~ H.O. _katalaz | H,0
peroksinitrit Hidrojen peroksit
Myeloperoksidaz
Membran lipid Antioksidan Bakterisidal
peroksidasyonu, sistemler mekanizmalar
DNA hasari Glutatyon

Hiicreler serbest oksijen radikallerinin hasarina bagisik degildir. Ancak

genellikle glutatyon ve katalaz gibi endojen etkenler ile oksijen hasarina karsi

korunmuslardir. Iskemik dokularda, serbest oksijen radikali Ureten intraseliiler

mekanizmalar tam aktive edilmis durumdadir. Ancak oksijen saglanmasindaki

eksiklikten dolayr fonksiyon gormezler.

Kan akimi1 ve oksijen saglanmasinin

restorasyonu ile buyik miktarlarda serbest oksijen radikali Uretilerek reperfiizyon hasari

10



indiiklenir. Organizmada serbest oksijen radikalleri ortaya ciktiktan sonra radikal
reaksiyon dizileri baglar. Eger bir serbest radikal, radikal olmayan bir molekiille
reaksiyona girerse, binlerce reaksiyondan olusan reaksiyon zincirlerini baslatir. Serbest
oksijen radikalleri paylasilmamis elektronlarindan dolay1 lipid, protein, karbonhidrat,

niikleik asit gibi ¢esitli makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar (9, 30).

2.2.3. TNF ALFA VE INTERLOKIN 10
Tumoér Nekrozis Faktorler (TNF) sitokin altgrubundadir. 2 ana tiyesi vardir; TNF

alfa ve beta. ilk defa fibrosarkomlu fare deneylerinde gdsterilmis olup, tiimor
hiicrelerinin &lmesini sagladigi i¢in bu isim verilmistir (39). Homolog yapidaki 3

monomerden olusan trimer yapiya sahiptir.

{.‘h—liﬂ"nam:nﬂ']

TNF alfa homotrimeri (40)

Tip | (TNFR-I, TNF-R55 olarak da biliir) 55 Tip Il (TNFR-II, TNF-R75 olarak da bilinir) 75
kilodalton molekul agirhg . kilodalton molekul agirlig

TNF-RS55 hicrelerde oldukga yaygin TNF-R75 sinirli dagihm goézlenir, 6zellikle damar
dagilimhdir endoteli ve inflamatuar yanit hiicrelerinde vardir

Her iki reseprorde homolog yapida olup extraslliler yliizeyde TNF alfa’yi 4 sistin bagi ile baglarlar

Sadece Tip | intraselluler etkiye sahiptir ve )
“6lim etkisi” olarak adlandirilir ve TNF aracili “Olum etkisi” (intrasellller etki) icermez.
hiicre 6limune neden olur.

TNF alfa ve beta ayni reseptore baglanir

(41,42,43)
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TNF alfa’nin biyolojik rolii oldukga genis olmakla beraber; timor hicrelerinin
oldurulmesi, inflamatuar yanit, notrofillerin damar endoteline adezyon ve
agregasyonunun kontrolll, viicut savunma sisteminin uyarilmasi ve infektif ajanlarla
savasin artirtlmasi, Uyku halinin uyarilmasi1 ve kontrolii, embriyogenezin kontrold,
hipofizden ACTH saliniminin kontrolii bunlardan birkag¢idir (44,45,46).

Bir¢ok hastalik TNF alfa diizeyinin yiiksekligi ile birliktelik gosterir. Bu
hastaliklarda TNF alfa yiiksekligi tiim dokularda yaygin inflamatuar yanit olusumu ve
doku nekrozu ile seyreder. Iskemi/reperfiizyon hasarmndan ve tiimor hiirelerinin

oldiirtilmesinde bu yanit sorumludur (47).

Interldkin 10 (IL 10), herbiri 160 aminoasitten olusan iki homolog monomerin
birlesmesiyle olusan dimer (37 kilodalton) yapidadir. En 6nemli kaynagi makrofajlar
olmakla birlikte bir¢ok farkli dokuda sentezlenen onemli bir immiinregiilatordiir.Ana
gorevi inflamatuar cevabi sinirlandirma ve sonlandirmaktir. T ve B lenfositleri, NK
hiicreleri ve antijen sunan hiicreler gibi birgok immiin hiicrenin ¢ogalmasini ve

farklilagsmasini kontrol eder.

2.3. PENIiL TURNIKE

Antik caglardan itibaren kanamanin kontrolii i¢in turnike amaciyla birtakim
geregler kullanilmigtir, ancak “turnike” kelimesini 1718 yilinda tanimlayan ve cerrahi
uygulamaya sokan kisi Jean Louis Petit’dir (6). 1873 yilinda Esmarch tarafindan kansiz
alanda cerrahi amaciyla lastik turnike kullanilmaya baglanmistir. Pek ¢ok farkli cerrahi
sahada c¢esitli tiplerde turnikeler kullanilmistir. 1983 yilinda Redman hipospadyas

cerrahisinde hemostaz amaciyla lastik turnike uygulamasini tarif etmistir (1).

Turnike uygulamasinda turnikenin distalinde kalan tiim dokularda arteryel ve
vendz dolasimin engellenmesi ile kansiz bir sahada calisma hedeflenir. Ozellikle
ekstremite cerrahisinde turnike uygulamasimin yéntem ve siresini inceleyen bircok
calisma mevcuttur (7,31,32,33). Turnikeye bagli iskemi siiresi ile reperfiizyon hasari
arasinda dogru oranti oldugunu bildiren ya da aralikli turnike uygulamasinin

reperfiizyon hasarini azalttigini ve cerrahi siiresince total turnike stresini uzatmak igin
12



belirli araliklarda reperfiizyon uygulanmasit gerektigini savunan farkli yayinlar
mevcuttur. Penil turnike; uygulama farkliliklar1 olmakla birlikte hipospadyas
cerrahisinde ¢ogu cerrah tarafindan uygulanmaktadir. Ameliyatin belirli asamalarinda
veya tamaminda silirekli veya aralikli turnike uygulamasini savunan farkli goriiste

yazarlar mevcuttur (4,5,34,35).

Turnike islemi genel olarak penis kokiine ince lastik bir bandin sikica sarilmasi

seklinde yapilmaktadir.

IL-10

\‘

= "

yr]]FCISF @ Monocyte
@ MCP-1 %

(cat1

VA ) .I.I -.|

Selectin @ Ef:i:? Macrophage

IL-10
Endathelial mllm / Ar/@

INF-',-f !

I @ MMP
I = - FlD[h_,' cell Iy v
| II Degradation Collagen . THymphocyte
TF \
\ @ O
. [L-10
IL-1
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\ A/‘// It E = IL-10
T-lymphocyte IL-8

IL 10 ve TNF alfa’nin inflamasyon {izerindeki etkileri (48).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA GRUPLARI

Calismaya, Giilhane Askeri Tip Akademisi, Cocuk Cerrahisi Anabilim Dali’ na
2010-2011 yillar1 arasinda basvuran; 12 tanesi genel anestezi altinda siinnet islemi
yapilan, diger 12 tanesi primer hipospadyas cerrahisi i¢in ameliyata alinan ve ameliyat
sirasinda turnike uygulanan, yas ortalamalar1 4,5 (aralik:1-9) olan 24 erkek olgu dahil
edildi.

Stinnet islemi uygulanan olgular kontrol grubu amacli olarak kullanildi. Yas
ortancas1 4,375 (aralik: 1,5-9) idi. Genel anestezinin vucutta yaptigi stres cevabin
hipospadyasli olgulardaki bulgularla karsilastirilirken yanilma paymnin en aza
indirilmesi amaci ile sadece genel anestezi altinda siinnet yapilan olgular ¢aligmaya

dahil edildi. Bu gruptan siinnet islemi esnasinda cerrahi sahadan sizan, yaklasik 1 cc kan

alim1 yapildi.

(Stinnet sirasinda kan alimzi.)

14



Hipospadyasli hastalar ise ¢aligmanin asil grubunu olusturmakla beraber yas
ortancast 4,625 (aralik:1-8) idi. Olgularin tamamia devamhi 20 dk turnike uygulandi.

Bu hastalardan hem turnike islemi oncesi hem de turnike islemi sona erdikten sonra,

yine cerrahi sahadan sizan 1 cc kadar kan toplandi.

3.2. BIYOKIMYASAL iNCELEME YONTEMIi

Toplanan kanlar santifriij yontemi ile “eppendorf” marka cihazda dakikada 500
devir cevrilerek kanin sekilli elemanlar1 ve plazma ayrildi. Bu serumlar -80 santigrad
derecede muhafaza edildi. Gruplardan elde edilen serumlar toplandiktan sonra “instant”
ELISA Bendermed marka human IL 10 ve TNF alfa kitleri ile 6l¢iim yapildi

15



(Penil turnike uygulanmast)

3.3. ISTATISTIKSEL INCELEME YONTEMIi

Kontrol grubu, turnike 6ncesi hipspadyas grubu ve turnike sonrasi hipospadyas
grubu kendi aralarinda yas, IL 10 ve TNF alfa agisindan, Mann-Whitney-V yontemi
kullanilarak aralarinda karsilastirildi ve sonuglar SPSS 16.0 istatistik paketi kullanilarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. BIYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

Kontrol Grubu(Stinnet) Calisma Grubu (Hipospadyas)
Turnike Oncesi Turnike Sonrasi
Yas TNF Alfa IL10 Yas TNF Alfa IL10 TNF Alfa IL10
(pg/ml) | (pg/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
1] 15 31 35 1 32 21 46 33
2 3 39 35 1,5 42 31 58 38
3| 4 39 36 5 46 33 69 46
4 3 50 36 4 42 24 66 37
5 7 49 37 8 31 38 42 57
6 8 38 36 5 34 50 60 59
7 5 34 25 4 58 39 79 52
8 2 42 29 5 27 39 33 59
9 2 45 35 7 29 26 41 37
101 9 23 35 4 32 27 36 44
11| 5 30 36 7 29 32 42 33
12| 3 36 36 4 37 34 43 38
Ort| 4,375 38 34,25 | 4,625 36,58 32,83 47,75 39,5
4.2. ISTATISTIKSEL SONUCLAR
1) Kontrol grubu ile ¢alisma grubundaki olgularda yas ortalamasi agisindan
anlaml fark gézlenmedi( P>0,05).
2) TNF alfa degerleri acisindan kontrol grubu kanlari ile turnike 6ncesi alinan

kanlar arasinda anlamli fark bulunmadi (P>0,05).

3) IL 10 degerleri agisindan kontrol grubu kanlar ile turnike dncesi alinan
kanlar arasinda anlamli fark bulunmadi (P>0,05).

4) TNF alfa degerleri agisindan Turnike sonrasi alinan kanlardaki degerler,
turnike oncesi alinanlardan ve kontrol grubundan alinanlarla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olarak artmis oldugu gozlendi (P<0,05).

5) IL 10 degerleri agisindan Turnike sonrasi alinan kanlardaki degerler, turnike
oncesi almanlardan ve kontrol grubundan alinanlarla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli olarak artmis oldugu gozlendi (P<0,05).
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5. TARTISMA

Antik caglardan itibaren kanamanin kontrolii i¢in cerrahi uygulamalarda zaman
zaman yer bulmus olsa da “Turnike” kelimesini 1718 yilinda tanimlayarak cerrahi
uygulamaya sokan kisi Jean Louis Petit’dir (6). 1864’te Lister cerrahi islem sirasinda
kanamanin azaltilmasi ve cerrahi sahanin rahat goriilebilmesinin 6nemini vurgulamis;
1873 yilinda Esmarch tarafindan kansiz alanda cerrahi amaciyla lastik turnike
kullanilmaya baglanmistir. 1983 yilinda Redman hipospadyas cerrahisinde hemostaz

amaciyla lastik turnike uygulamasini tariflemistir (1).

Ozellikle ekstremite cerrahisinde turnike uygulamasinin ydntem ve siiresini
inceleyen birgok ¢alisma mevcuttur (7,31,32,33). Concannon’un ¢alismasinda
tavsanlarda turnikeye bagli iskemi siiresi ile reperfuzyon hasar1 arasinda dogru oranti
oldugunu gosterilmistir. 1 ile 4,5 saat arasinda degisen siirelerde turnike uygulanan ve
20 dakika reperflizyon araliklari olan calismada MDA diizeyleri incelenmis ve
reperfiizyonu aralikli olarak uygulamanin hasari arttirdigi bildirilmistir (7). Sapega ve
Sirsj6 ise yaymlarinda aralikli turnike uygulamasinin reperfiizyon hasarini azalttigini ve
cerrahi stresince total turnike siiresini uzatmak igin belirli araliklarda reperfiizyon

uygulanmasi gerektigini savunmaktadir (32,33).

Penil turnike islemi hipospadyas cerrahisinde ¢ogu cerrah tarafindan uygulanan
bir islem olmasia ragmen giivenilir turnike siiresinin ne olmasi1 gerektigi hakkinda
ortak goriis bildiren literatiir yoktur. Kimi cerrahlar tiim operasyon siiresince turnike
uygulamasini savunurken kimi belirli araliklarla turnike uyguladiklarini belirtmislerdir.
Hipospadyas cerrahisinde turnike uygulayan ilk cerrah olan Redman 1983’te
yayinladig1r 146 olgu serisinde 12 ila 50 dakika arasinda degisen siirelerde iskemik
degisiklikler oldugunu bildirmis, 50 dakika ve altinda uygulamalarin giivenli oldugunu
belirtmistir (1). Pathak mindr cerrahi girisimler sirasinda 9 ile 14 dakika arasinda
degisen siirelerde turnike uygulamistir. Serisinde turnike uygulamasina bagli 6dem
gelisimi %4,1 oraninda bildirilmistir (2). Cloutier ve Rabinovitch operasyon suresince
turnike uygularken (3,34); Duckett, Smith ve Belman aralikli turnikeyi savunmaktadir
(4,5,35).
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Cesitli dokularda iskemi reperfiizyonun yol actigi hasari inceleyen bir ¢ok
calisma mevcuttur (11,12,13,14). Intestinal iskemi ve reperfiizyon hasarini inceleyen
Vinardi’nin ¢alismasinda; ratlarda 60 dakika mezenter iskemisi ve 120 dakika
reperfiizyon periodunun ardindan ileum ve akciger dokusunda myeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi Ol¢lilmiis, reperfiizyon hasarina baglh olarak doku MPO aktivitesinin arttigini
gosterilmistir (12). Yine diger bir intestinal iskemi reperfiizyon ¢alismasinda dokularda
ve serumda MDA diizeylerinin oksidatif hasara baglh olarak arttigi bildirilmistir (11).
Myokard, renal parankim ve ¢izgili kas gibi bir ¢cok degisik dokuda iskemi ve

reperfiizyon hasarini inceleyen deneysel ¢alismalar literatiirde yeralmaktadir (13,14,37).

Erektil dokularda iskemi ve reperfiizyon hasarini inceleyen galisma sayisi
oldukca azdir. Munnarriz ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda yayinlanan bir
calismada, tavsan penisinde deneysel priapizm olusturularak, kaverntz dokularda
meydana gelen histopatolojik ve biyokimyasal degisiklikler arastirtlmistir (15). Bu
calismada meydana getirilen hipoksik donemi takiben uygulanan reperfuizyon siresi ile
orantili olarak doku MDA ve myeloperoksidaz seviyelerinin arttii belirlenmistir. Doku
orneklerinin  histopatolojik incelemelerinde  korpus kavernosum endotelinde
polimorfonuklear 16kosit adhezyonu ve doku altinda I6kosit infiltrasyonu meydana
geldigi, periferik arterlerin orta tabakalarinda da l6kosit adhezyonu ve infiltrasyonu
meydana geldigi gosterilmistir. Reperflizyon hasarmin gesitli antioksidan ajanlarin
kullanim1 ile azaltilabilecegine dikkat ¢ekilmis ve bu konuda calisilmasi gerektigi
bildirilmistir.

Cakmak ve arkadaglarinin tavsanda penil turnike ¢alismasinda; uygulanan penil
turnikenin hipospadyas cerrahisinde kullanilan cilt flepleri Uzerindeki etkileri
arastirtlmistir (38). Deneklerde, Mathieu tipi cilt flebi hazirlanmis ve sirasi ile 10, 20, 40
dakikalik turnike uygulamasinin ardindan 5 dakikalik reperfiizyon yapilarak MDA
diizeylerine bakilmistir. Kontrol grubuna gore c¢alisma gruplarinda MDA diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulunmustur. Histopatolojik incelemede 10 dakikalik
turnike uygulamasinda belirgin 6dem, konjesyon, ekstravazasyon ve lenfanjiektazi
saptanmistir. 20 ve 40 dakika gruplarinda da histopatolojik bulgularin degisik
derecelerde devam ettigi bildirilmistir. Odem ve ekstravazasyonun yara iyilesmesinde
olumsuz rol oynadigi; basarisiz hipospadyas cerrahisinde penil turnike uygulamasinin

da sorumlu tutulabilecegi belirtilmistir.

19



2003 yilinda Guney’in ve devaminda 2007 yilinda Oktay’ n yaptig1 deneysel tez
caligmasinda ratlarda penil turnike uygulamasinin erektil dokular {lizerindeki etkileri
histopatolojik ve biyokimyasal olarak incelenmistir. Bu ¢alismada 20, 40 ve 60 dakika
turnike uygulanan gruplarda erken ve ge¢ donem degisiklikler incelenmis,
histopatolojik bulgular ve MDA diizeyleri karsilagtirilmistir. Tiim gruplarda, turnike
stiresi ile orantil1 olarak artan siddette histopatolojik degisiklikler oldugu bildirilmistir.
Erken donemde 6dem, konjesyon, lenfanjiektazi ve dzellikle 60 dakikalik grupta tunika
albuginea ve korpus kavernozumda fibrozis gibi degisikliklerin meydana geldigi
saptanmistir. 3 haftalik ge¢ donemde bulgularin devam ettigi, uzun siireli turnike
uygulamasi sonucu iiretra epiteli altinda fibrozis gelisebilecegi gosterilmistir.
Biyokimyasal incelemede 20 ve 40 dakikalik turnike uygulamasinda MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 belirtilmistir. Bir antioksidan olan Enoant’in

bu etkileri engelledigi deneysel olaral gosterilmistir (16, 17).

TNF alfa’ nin dokudaki inflamatuar yaniti artirici etkileri bir cok ¢alismaya konu
olmus ve bu etkinin varligi c¢esitli dokulardaki iskemi-reperfiizyon modellerinde
arastirtlmistir. Gusti Agung Suryadarma 2007 yilindaki calismasinda Karacigerde
iskemi/reperfiizyon hasarinda TNF alfanin rolii agik sekilde belirtilmistir. Yine Kirstan
K. ve arkadaslart 2002 yilinda bobrekte, Qiuping Gu ve arkadaslar1 2006 yilindaki
calismasinda kalp kasinda, Kate Lykke Lambertsen ve arkadaslar1 2009 yilinda beyinde,

iskemi/reperflizyon hasarinda TNF alfanin etisini gostermisler .

TNF alfanin bu doku hasarimi artirict etkilerine karsilik IL 10’un inflatuar yaniti
sinirlayan ve doku hasarini azaltici etkileri de birgok deneysel ve insan c¢aligmasinda
kullanilmistir. Elaine Radwanski ve arkadaslari 1998 yilinda insanlar iizerinde
yaptiklar1 ¢ok Onemli bir ¢alismada rekombinant IL 10 preperatlarinin subcutan
kullaniminda viicutta TNF alfa ve IL 1 salinimim azalttigim1 gostermislerdir. 1999
yilinda Wegener granlilomatozis’li hastalarda IL 10 subkutan 4 mikrogram/kg/gun
kullanilmistir. 2010 yilinda Buruiana FE. ve arkadaslart Crohn’lu hasta grubunda IL 10

kullanip, hastalarin remisyona girdigini géstermislerdir.

Calismamiza aralarinda anlamli olarak yas farki olmayan 24 olgu dahil
edilmistir. Kontrol grubu ayni strese maruz kalmasi amaglanarak hipospadyas grubu
gibi anestezi altinda girisim yapilan siinnet hastalarindan olusturulmustur. Siinnet iglemi

sirasinda kan alinan olgularla hipospadyas cerrahisi yapilip turnike uygulanan hastalarin
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turnike Oncesi alman kanlarda TNF alfa ve IL 10 miktarlar1 arasinda anlamli fark
saptanmamistir. Buna karsilik turnike bitiminde alinan kanlarda kontrol grubu ve
turnike Oncesi alinan kanlarla karsilastirildiginda belirgin olarak ylksek TNF alfa ve IL

10 diizeyi dikkat ¢cekmistir ve istatistiksel olarak kanitlanmistir.
Elde edilen sonuglarda;

1) Hipospadias cerrahisinde uygulanan penil turnike yontemi
iskemi-reperfiizyon hasari olusturmakta TNF alfa ve IL 10
dizeylerinde artis saptanmaktadir. Bu durum literatiir verileri ile
birlestirildiginde inflamasyon baglangicinda ortaya ¢ikan ve
inflamasyonun siddetini arttiran TNF alfa ile birlikte hemen es

zamanli inflamasyonu sinirlandiran IL 10 cevabi da olmaktadir.

2) TNF alfa ve buna karsilikli IL-10 diizeylerindeki artis
hipospadias cerrahisinde en sik karsilagilan komplikasyon olan
fistiil olusumunun etyopatogenezini acgiklamaya yardimci

olabilir.

Vicutta iskemi-reperfiizyon durumlarinda, inflamasyonu ve dolayisiyla doku
yikimint arttiran faktorlerle inflamasyonu sinirlandiran, baska bir deyisle doku yikimini
azaltan faktorler denge halindedir. Bu denge, disardan verilebilecek rekombinant IL 10
preperatlar ve “Infliximab” gibi TNF alfa reseptor bloker antikorlar1 veya “Etanercept”
dolasimsal TNF alfa inhibitorleri ile, IL 10 lehine bozulabilir ve olusan doku hasarinin

onune gecilebilir.

Cocuk cerrahisinde iskemi-reperfiizyon hasar1 ile birliktelik gosteren
hipospadyas cerrahisine bagli bir komplikasyon olan fistiil olusumu ve glans
nekrozunda, yanlis lokal anestezi kullanimina bagl olusan siinnet komplikasyonlarinda
ve hatta gonad torsiyonlarinda bu preperatlarin kullanimi ile doku hasar1 belirli
oranlarda hafifletilebilir. Bunun i¢in bu ¢alismanin devaminda bu preperatlarla ilgili

caligmalara ihtiya duyulmaktadir.
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