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OZET

Fare Alt Ekstremite iskemi-Reperfiizyon Modelinde Rho-Rho Kinaz Sinyal Ileti

Yolunun Incelenmesi

Giris ve Amac: iskemi ve reperfiizyon (I/R) hasari, enfeksiyon veya kanser gibi
cok sayida klinik durumu ilgilendiren; klinik veya molekiiler diizeyde pek ¢ok basamagi
tam olarak aydinlatilmamis genis fizyopatolojik bir siirectir. Rho-Rho Kinaz sinyal ileti
yolunun iskemi-reperfiizyon hasari ile iliskili oldugu; serebral, renal, myokardiyal ve
hepatik sistemlerde gosterilmistir. Bu ¢alismada amag, fare alt ekstremisinde
olusturulan iskemi reperfiizyon hasarinda, Rho-Rho Kinaz sinyal ileti yolunun iskelet
kas1 dokusunda gerek enzim aktivitesi gerek protein diizeyleri anlaminda ugradigi
degisikliklerin irdelenmesidir. Bu sayede, 6zellikle serbest kas dokusu transferlerinde,
iskemi-reperfliizyon hasarinin azaltilmasina yonelik yeni stratejiler gelistirilmesi
amaclanmistir.  Ayrica, Rho Kinaz inhibitorlerinin, plastik cerrahinin  Kklinik
uygulamalarinda kullanilabilecegi alanlar tartigilmistir.

Materyal ve Metod: Agirliklart 20-30g arasinda degisen, swiss albino cinsi
fareler, kontrol ve deney grubu olarak 12’ser fareden olusan iki gruba ayrildi. Deney
grubu, ksilazin ve ketamin anestezisi altinda, alt ekstremitesine “trochanter majus”
diizeyinden uygulanan turnike ile, 4 saat iskemiye maruz birakildi. Dort saatin sonunda
turnike ¢oziildii ve 4 saat reperfiizyon donemine birakildi. Toplam 8 saatin sonunda
“biceps femoris” kasindan kas 6rnegi alinarak ELISA yontemi ile RhoA proteini, Rho
Kinaz enzimi diizeyi ve Rho Kinaz enzim aktivitesi olgiildii. Kontrol grubunda ise
turnike uygulanmaksizin, 8 saat anestezi sonrasi kas biyosisi alindi ve ELISA ile
sonuglar karsilistirildi. Iskemi reperfiizyon hasarini gdstermek amaci ile histopatolojik
inceleme i¢in, kas dokusundan 6rnekler alindi.

Bulgular: Rho kinaz aktivitesi I/R grubunda kontrole gore anlamli olarak
artmistir. Rho Kinaz diizeylerinde fark bulunmazken, RhoA diizeyleri I/R grubunda
anlamli olarak azalmistir.

Sonuglar: Bu ¢alismanin sonuglari, Rho-Rho Kinaz sinyal ileti yolunun, iskelet
kas1 iskemi-reperfiizyonu ile, kinaz aktivitesi diizeyinde uyarildigini gostermektedir.
Rho Kinaz inhibitorleri, 6zellikle serbest kas dokusu transferlerinde, gerek nekrozun
gerek apoptozun azalmasina katki saglayarak, ameliyat basarisina olumlu etkilerde
bulunabilirler.

Anahtar Kelimeler: Iskemi-reperﬁizyon, iskelet kasi, Rho, Rho Kinaz

Vil



ABSTRACT

Analysis of Rho-Rho Kinase Pathway in a Mouse Model of Hindlimb Ischemia-

Reperfusion

Aim: Ischemia-reperfusion (I/R) damage is a broad and not fully understood
physiopathological process in both clinical and molecular aspects; which is related to
multiple clinical conditions such as infection and cancer. Rho-Rho Kinase signal
transduction pathway has shown to be related to cerebral, renal, myocardial and hepatic
ischemia-reperfusion. This study is planned to demonstrate alterations in Rho-Rho
Kinase signal pathway in mouse skeletal muscle ischemia-reperfusion in both enzyme
activity and protein expression levels. By means of the results, new strategies are to be
planned to overcome ischemia-reperfusion injury in free muscle transfers. Additionally,
Rho Kinase inhibitors’ fields of use concerning plastic surgery is discussed.

Materials and Methods: Swiss albino mice weighing between 20-30 g were
divided to 2 groups as control and study, 12 each. Study group was subjected to
ischemia by application of tourniquet from great trochanteric level for 4 hours. At the
end of 4 hours tourniquet was ended and reperfusion period started. By the end of
totally 8 hours muscle specimens from biceps femoris muscle were taken and RhoA
protein level, Rho Kinase enzyme level and Rho Kinase activities were assessed by
ELISA. In control group only 8 hours of anesthesia was applied without tourniquet
application, results of ELISA study were compared. Muscle biopsies were also taken in
order to make a histopathological evaluation.

Results: Rho Kinase activity is significantly higher in the study group. While no
difference was observed in Rho Kinase levels, RhoA levels found to be lower in study
group.

Conclusions: Results of this study which used a mouse hindlimb ischemia-
reperfusion model demonstrates that Rho-Rho Kinase pathway is stimulated during
skeletal muscle ischemia-reperfusion at kinase activity level. Rho kinase inhibitors may
be useful agents by means of reducing both necrosis and apoptosis during free muscle
transfers.

Keywords: Ischemia-reperfusion, skeletal muscle, Rho, Rho-Kinase



1. GIRIS

Iskemi ve reperfiizyon (I/R) hasar1, enfeksiyon veya kanser gibi ¢ok sayida
klinik durumu ilgilendiren; klinik veya molekiiler diizeyde pek ¢ok basamagi tam olarak
aydinlatilmamis genis fizyopatolojik bir siirectir. Akut ya da kronik dolagim
bozukluklari, organ perfiizyonlarinin etkilendigi klinik durumlar, flep cerrahisi sonrasi
iskemik sorunlar, damar yaralanmali kiriklar, turnike siiresinin uzadigi cerrahi girisimler
ile kompartman sendromu ekstremiteyi iskemiye maruz birakabilmektedir.

Plastik cerrahi pratigi perspektifinden bakildiginda 6zellikle otolog serbest doku
nakilleri, islemin vaskiiler klempleme asamasi ile birlikte I/R hasarin1 beraberinde
getiren bir silire¢ olusturmaktadir. Kullanimi gittikce yayginlasan serbest doku
aktarimlarinda, total flep kaybinin ¢ok az oldugu seriler olmakla birlikte, bazi serilerde
total flep kaybi % 16’ya kadar ulasabilmektedir. Flep kaybi sonucu olusacak
komplikasyonlar nedeni ile hastanin gegirecegi ameliyat sayisi, hastanede kalis siiresi,
ekonomik sikinti, fizyolojik ve psikolojik rahatsizlik artmakta, hatta ekstremite kaybi ve
Olim ger<;ekle@ebilmektedilr.1'3 Serbest flepler, doku rekonstriiksiyonu i¢in son basamak
olarak degerlendirilmektedirler. Bu yiizden serbest fleplerin kaybinin 6nlenmesi, hayati
Onem tasimaktadir.

Iskemi-reperfiizyon hasar1 olduk¢a karmasik, hiicresel ve humoral olaylar
dizisidir. Iskemiye maruz kalan dokuda baslayan c¢ok sayida kimyasal reaksiyon
sonucunda, hiicresel enerji depolariin tiikenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesine
bagli olarak, hiicresel disfonksiyon ve nekroz gelisir. Iskemik dokuda hiicrelerin
rejenerasyonu ve toksik metabolitlerin temizlenebilmesi icin, yeniden kan akiminin
baglamasi gerekir. Ancak iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda paradoksal olarak
hasarin artisina neden olur. Reperflizyon siirecinde, gergeklesen reaksiyonlarin
sitotoksik oksidanlar ile iligkili olmas1 nedeniyle, bu silire¢te meydana gelen hasarin
yalnizca iskemi déneminde olusan hasara gore, ¢ok daha ciddi oldugu bildirilmistir.*
Akut ekstremite iskemisi kollateral damarlarin gelismis oldugu kronik ateroskleroz
durumunda bile, olduk¢a ciddi morbidite ve mortaliteye yol agabilen klinik bir sorun
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Akut iskemiye yol acan durum ortadan kaldirilip

reperfiizyon saglanabilse dahi, mortalite ve morbidite riski devam etmektedir. Cerrahi



miidahalenin geciktigi vakalarda bu riskler giderek artis gostererek one ¢ikmaktadir.
Ekstremite reperfiizyonunun tam olarak saglanmasi halinde bile, ekstremite kaybina ve
uzak organ hasarma (bobrek, akciger, kalp, beyin gibi) yol agabilecek olaylar dizisi
gelisebilir.® Akut ekstremite iskemisinin cerrahi olarak ortadan kaldiriimasi ile ilgili
tekniklerdeki ilerlemelere ragmen, bu istenmeyen olaylardan tamamen kurtulmak
miimkiin olmamistir ve bu konuda yapilan ¢alismalar devam etmektedir.’ Dogaldir ki,
bu durumu 6nlemeye yonelik uygulama metodu ve ilaglarin bulunmasi icin, oncelikle
bu olayin baslamasina sebep olan durumlarin gelisiminin degerlendirilmesi
gerekmektedir. iskemi-reperfiizyon ile ilgili yapilan ¢ok sayida ¢alismada, reperfiizyon
hasart; iskemi sonrast Ca®* birikimi, asidoz, enerji depolarmin tikenmesi ve bu olaylar
sonrast oksijen (O) ile yeniden bulusma doneminde olusan serbest oksijen
radikallerinin (SOR) baslattig1, notrofil aktivasyonunun da rol oynadigi ve nihayet hiicre
5liimii ile sonuglanan olaylar dizisi olarak belirtilmistir.?

Fleplerin, kanlanma paternlerine gore yapilan siniflandirma igerisinde bir alt
grup olan kas flepleri, doku eksikliklerinin rekonstriiksiyonunda siklikla kullanilan bir
flep cesididir. Tanimlanmis giivenilir pedikiilleri olmasi, derin doku defektleri icin
kitlesel doku kaynagi olmasi, alic1 alandaki yapilar i¢in giivenilir bir ortli saglamast, iyi
kanlanmalar1 ve enfeksiyonlara direngli olmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle kas flepleri,
siklikla iyi bir rekonstriiksiyon segenegi olarak degerlendirilirler.’® Muskiilokutan
fleplerde, kaybin temel sebebi kanlanmadaki yetersizliktir. Bu yetersizligin sebebi,
cerrahinin herhangi bir asamasinda vaskiiler yapilarin hasarlanmasi veya vaskiiler yap1
tizerindeki baskinin artmasi olabilir. Ayrica hematom ve/veya tiinelden gecirilmis cilt de
damar {izerine basi yaparak dolasim bozukluguna yol agabilir. Serbest doku
transplantasyonlarinda ise, damar anastomozlari tamamlanana kadar, kaginilmaz sekilde
rutin prosediiriin bir pargasi olarak flep, bir siire iskemiye maruz kalmaktadir.

Ozellikle fonksiyonel serbest iskelet kasi transferlerinde, yasayabilir kas
dokusunun korunmasi, ameliyatin basaris1 agisindan son derece 6nemlidir. Eisanhardt
ve ark. tarafindan yapilan ve 11 hastada gergeklestirilen serbest kas dokusu transferi
operasyonlarinda, iskemi Oncesi ve operasyon sonrasi besinci gilinde yapilan kas
biyopsilerinin karsilastirildigi calismada; 70 dakikalik iskemi siiresinde bile anlamli kas

dokusu kayb1 yasandigi bildirilmistir.10 Ayrica ilgili calismada kas dokusu kaybinin



sadece I/R nedenli nekroza bagl olmadigi, ilerleyen dénemde gelisen “apoptozun”
(programlanmis hiicre 6liimii) da 6nemli bir doku kayb1 nedeni oldugu ileri siiriilmiistiir.

Hiicre i¢i bir¢ok sinyalleme mekanizmasina aracilik eden kiiciik G proteini
Rho’nun, memelilerde en az 10 iiyesi bulunmaktadir.** Rho Kinazlar (ROCK), kiiciik G
proteini olan Rho-A’nin en iyi tanimlanmus efektdrlerinden birisidir.™

Rho Kinazin ROCK1 ve ROCK2 olarak adlandirilan 2 izoformu bulunmaktadir.
Rho Kinazlarin bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynadiklar1 gosterilmistir. Diiz
kas kasilmasi, sekretuvar aktivitelerin ve endotel hiicre permeabilitesinin diizenlenmesi
gibi fizyolojik olaylar ile hipertansiyon, preeklampsi ve kanser gibi gesitli patolojiler, bu
enzimlerin yer aldig1 olaylar arasinda sayilabilir.™

Rho/Rho Kinaz yolaginin vazokonstritksiyon, hipertansiyon, koroner arter
spazmi, kanser invazyonu, kalp ve karaciger gibi organlarda iskemi-reperfiizyon
hasarlanmasi, akcigerde doku hasarlanmasi gibi patolojik siireclerde rol oynadigi
gosterilmistir.**® Ancak literatiir taranmasinda, alt ekstremite iskemi reperfiizyon
modelinde ve iskelet kasi iizerinde Rho-Rho Kinaz yolagi hakkinda yeterli veri
olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica plastik cerrahi ile alakali Rho-Rho Kinaz sistemini
irdeleyen deneysel galismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle mevcut ¢alismada, flep
cerrahisinde onemli morbidite nedenlerinden biri olan iskemi-reperfiizyon hasarinin
iskelet kas1 tizerindeki etkisinde Rho-Rho Kinaz yolagimin etkileniyor olabilecegi
diigiiniilerek hedef organ “biceps femoris” kasinda Rho A proteini, Rho Kinaz enzimi ve
aktivitesi incelemeye alinmistir. Bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar 1s1ginda, ileri
calismalar planlanarak iskelet kasi /R hasarimin azaltilmasina yonelik, yeni
yaklasimlarin ~ planlanmasi1  amaclanmistir.  Ayrica Ozellikle fonksiyonel kas
transferlerinde, cerrahi basariy1 etkileyecek olan kas dokusu vaskiilarizasyonu ve
fonksiyon kaybinin azaltilmasina yonelik, yeni ¢aligmalara oOnciilik yapmasi

hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

Cizgili kas I/R hasar1 klinikte; periferik arter hastaliklar1 cerrahisinde aort
klemplenmesi, tromboembolik okliizyon sonrasi saglanan reperfiizyon, arter greftleme
operasyonlari, ekstremite replantasyonlari, ezilme yaralanmalari, bazi ortopedi
ameliyatlarinda uygulanan turnike iskemisi ve serbest flep cerrahisi sirasinda
gorllebilir. Bu patolojik olayin ortaya g¢ikmasindan sorumlu olabilecek bir dizi
mekanizma s6z konusudur: SOR (siiperoksid radikalleri), proinflamatuar medyatorler,
l6kosit infiltrasyonu, Ca”* yiiklenmesi, fosfolipid peroksidasyonu ve fosfolipid
azalmasi, bozulmus nitrik oksit metabolizmasi ve azalmis ATP (adenozin trifosfat)
sentezi gibi.17 Iskemi-reperfiizyon hasar1; karaciger, kalp, kas, bobrek, akciger ve
bagirsaklarda sik rastlanilan ve ciddi patolojilere yol acabilen olaylar kompleksidir.
Hangi organda olursa olsun I/R hasari, sistemik enflamatuar bir yanit olusturur. iskelet
kasinda oldugunda ise, ekstremitede islev kaybi ve amputasyonla sonuglanabilir.’®*
Hatta, kardiyovaskiiler, respiratuar, hepatik ve renal disfonksiyonlara bagli oliim
g611'ilebilir.20 Iskemi-reperfiizyon hasarini aciklayabilmek amaciyla ¢cok sayida hipotez
ileri strilmiistiir. Bunlar arasinda en kabul géren mekanizma reperfiizyon aninda
ksantin oksidazdan (KO) fretilen SOR’lardir. Oksidatif stresi azaltmak amaciyla
viicutta gelistirilen mekanizmalar arasinda, katalaz(CAT) ve glutatyon (GSH) sistemleri
sayilabilir. Ayrica iskemi ya da reperfiizyon asamalarinda daha farkli bir¢ok ajan

kullanllmls‘[lr.21

2.1. iskemi

Dokulara kan saglayan damarlarin, mekanik bir nedenle tikanmas1 veya baska
bir nedenle perfiizyonun azalmasi sonucu, dokunun beslenmesinin engellenmesi ve
metabolizmasimin bozulmasi durumuna, iskemi denir. Bir dokunun kanlanmasi
kesildiginde, ilgili dokuya ait hiicrelerin islev bozuklugu ile baslayan ve hiicre 6liimiine
kadar ilerleyen, ¢ok sayida ve kompleks bir dizi kimyasal reaksiyon gergeklesir.
Hiicresel fonksiyonlarin devamliliginin saglanabilmesi igin, metabolitlerin O, ile

yakilmasi gerekmektedir. Normal hiicre fonksiyonlar i¢in gerekli olan yiiksek enerjili



fosfat baglari, aerobik metabolizma yoluyla saglanir. Oksijen yoklugu durumunda
anaerobik metabolizma devreye girer. Bu da, laktik asit ve toksik metabolitler gibi
cesitli iirlinlerin birikimi ile sonuglanir. Olusan asidoz sebebiyle, normal enzim kinetigi
degisir ve yiiksek enerjili fosfat baglarinin yapimi azalir. Bu durumda, hiicre kendi
devamlilig1 i¢in gerekli olan enerjiden yoksun kalir.?*%*

Dokularin iskemiye dayanabilirlikleri ve bununla ilgili olarak kritik iskemi
siireleri birbirinden farklidir. Iskelet kaslarinm iskemiye uzun siire dayanabilmesine
karsin, sinir hiicrelerinde dakikalar i¢inde geri doniisiimsiiz hasarlar ortaya (;1kabilir.22'25
Bunun yaninda deri ve kemik dokulari, I/R’ye; iskelet kas1 ve intestinal mukozaya gore
daha dayaniklidir.

Kritik iskemi stresi; kan akimmin kesilmesinden sonra, bir dokunun tolere
edebildigi ve canlilifini devam ettirebildigi, azami iskemi siiresidir. Kritik iskemi
siiresi, doku tiiriine ve sicakligina bagl olarak degisir.?® Karaciger ve bobrekte 10-15
dakika, iskelet kasinda 4 saattir. Beyin dokusunda ise bu siire, 5 dakikadan daha azdir.
Bu siirenin uzamasi biiyiik néronal dliimlere ve enfarktiise neden olur. Kritik iskemi
sliresinin agilmasindan sonra gergeklesen reperfiizyon, endotelyal ve parankimal hasar
ile sonuglamr.”” Kritik iskeminin siiresi, farkli doku tiplerine gore degisir. Ortalama
kritik iskemi siiresi ise, dokunun %350’sinin hayatta kalip %50’sinin kaybedilecegi
iskemi siiresidir. Aksiyel paternli ve random paternli deri fleplerinde kabaca ortalama
iskemi siiresi 13 saattir.?’ Bununla birlikte, bu uygulamalarin sekonder kritik iskemi
siiresi sadece 4.7 saattir.?® Sekonder iskemi siiresi, mikrocerrahi anastomoz isleminin
tamamlanip dokunun tekrar reperflize olmasini takiben herhangi bir nedenle flep
dokusunda yeniden iskemi gelismesi durumunda, dokunun canliligimi koruyabildigi
azami iskemi zamamdir. Ornek olarak, serbet flep operasyonunda mikroklemp
yerlestirilmesini takiben, anastomoz tamamlanincaya kadar gegen siire primer iskemi
stiresidir. Ameliyat sonrast donemde gelisen bir tromboz neticesinde, flep
beslenmesinin bozulmasi ise Sekonder iskemidir. Flep dokusu, sonradan gelisen
sekonder iskemiye ilk iskemi (primer iskemi) kadar dayanikli olmayacaktir.
Anlagilacag tizere flepler, her iskemik atakta daha kisa kritik iskemi siirelerine gegis
yapmaktadirlar. Diger bir ifade ile flepler, her iskemik ataga bir dncekinden daha fazla

duyarhdirlar.



Hangi organda olursa olsun I/R siireci, sistemik bir enflamatuvar yanit
olusturur.”®® “Hiicresel homeostaz (hiicresel denge)” igin gerekli olan enerji
kaynaklarmin tiikenmesi (6zellikle ATP), hiicre membraninda iyon dengesinin
bozulmasina neden olur. Na* ve Ca®" iyon dengesi bozulur. Bunu asidoz ve ozmotik sok
gibi klinik gostergeler ile kromatin kiimelenmesi ve “piknozis” (niikleer yogunlasma)

22,25

gibi histolojik bulgular takip eder.

2.2. Reperfiizyon

Reperfiizyon, iskemiye neden olan etkenin ortadan kaldirilarak iskemi sirasinda
engellenen kan akiminin yeniden normale donmesidir. Reperfiizyonun, iskemik dokuda
enerji ihtiyacinin saglanmasi ve toksik metabolitlerin uzaklagtirilmasi gibi olumlu iki
etkisi vardir. Yani reperfiizyon, iskemik hasarin diizeltilebilmesi i¢in mutlaka gerekli bir
siirectir. Iskemik dokuda veya organda kan akimi normale donebilse dahi, iskemik
doku/organ, fonksiyonlarinin sadece bir kismini geri kazanabilir. Boylece oksijenlenmis
kanin iskemik dokuya doniisli, dokuda daha fazla hasar olusturan bir reaksiyon siirecini
baslat1r.24’ %0

Reperfiizyon hasari; SOR, endotelyal faktorler ve notrofillerin eslik ettigi
karmasik bir mekanizmayla gergeklesir. Siiper oksit (O,) anyonu, hidrojen peroksit
(H,O2) ve hidroksil radikali (OH), en iyi bilinen SOR tiirleridir. Bu {iriinlerin
olusumunda nikotinamid adenin difosfoniikleotid (NADPH) sistemi ile KO sistemi
etkin rol oynamaktad1r.31 Sonugta dokularda, iskemik siirecten ¢ok daha ciddi bir hasar
meydana gelir. Hasar1 asil tetikleyen etkenin, endotel hiicrelerindeki zedelenme oldugu

24252833 {skemi sonrast donemde, iskemik dokudaki serbest

diistiniilmektedir.
radikallerin en énemli kaynagi, KO enzimidir. Bu enzim, “dehidrojenaz” ve “oksidaz”
aktivitesine sahip olarak, iki sekilde bulunur. Calismalarda iskemi sirasinda ksantin
dehidrojenaz (KDH) enziminin Ca®* aracili bir proteaz Kkatalizorliginde KO’a
doniistimiiniin; intestinal dokuda 10 saniye, kardiyak kasta 8 dakika, karaciger, dalak,
bobrek ve akcigerde 30 dakika siirdiigii gosterilmistir. Bu da degisik dokularmn I/R
hasarma neden farkli oranlarda cevap verdigi ve iskemi siirelerinin her doku i¢in farkli
olusu konusunda agiklayict faktorlerden biridir. Ayrica hipoksantin ve ksantin

oksidasyonu serbest radikallerin olusumuna yol agar.?*3>3*



Ksantin Dehidrogenaz

Hipoksantin + NAD* + H,O ———— Ksantin + NADH + H+

Ksantin + NAD" + H,0, > Urikasit + NADH +HF

Ksantin oksidaz

Hipoksantin + H,0, + 20, —— Ksantin + o + H,0,

Ksantin + H,0, + 30, > Urkasit + o.» t HO,

Sonug olarak dokularda iskemik siirecten ¢ok daha agir bir hasar meydana gelir.
Ayrica reperflizyon, organizmada istenmeyen bir¢ok olayr harekete gecirdigi gibi kolon

kanseri gibi kanser hiicrelerinin metastazinda da rol oynamaktad1r.35

2.3 iskemi - Reperfiizyon Hasar1

Iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari; travma, beyin ya da myokard infarktiisii gibi
beklenmeyen durumlarda ve organ transplantasyonu gibi nedenler ile arteriyel sisteme
klemp uygulanmas1 gibi cerrahi islem sirasinda gozlenmektedir. Iskemi-reperfiizyon
hasar1 yalnizca dogrudan etkilenen organ ile siirl kalmayip, uzak organlarda da hasar
olusumuna neden olmaktadir. Uzak organ hasari, I/R'nin ilk ortaya ciktign organ
disindaki dokularda 6zellikle bobrek ve akcigerde, gelisen 6nemli bir hasardir. Yapilan
caligmalarda, hastalarda yerel hasar ve sistemik inflamatuvar yanit ile birlikte iskelet
kasi, bagirsak, karaciger ve aortik okliizyon reperfiizyonu durumlarinda gelisen bobrek,
akciger veya karaciger islev bozuklugu ya da ¢oklu organ yetersizliginin 6liime neden
oldugu da bildirilmistir. Iskemi-reperfiizyon hasarinin klinik yansimalari; yerel, uzak ve
sistemik diizeyde etkiler olmak {lizere ii¢ grupta incelenmektedir. Yerel diizeydeki
etkiler hemen hemen tiim organlarda ortak bir etyolojiden kaynaklanmaktadir. Ortaya
cikan hiicresel degisiklikler ise organa 6zgﬁdﬁr.36'4o Genellikle sizintili kapiller
yataklarin yol ag¢tig1 sivi ekstravazasyonu, doku odemi ile belirgin olan sistemik

diizeydeki etkiler ve uzak organlardaki islev bozuklugu ise tam olarak agiklanamamastir.



Genellikle "goklu organ islev bozuklugu sendromu" ile sonuglanabilen, son derece
karmasik stireclerin bir sonucu olarak ortaya ¢iktig1 iddia edilmektedir.

Iskemi-reperfiizyon hasar1; yetersiz O, sunumu ile baslayan, nétrofil ve
SOR’larin rol aldigi ikincil enflamatuvar cevapla ilerleyen karmasik patolojik bir
siiretir.*** Dokuya giden kan akimi durdugu zaman, hiicresel fonksiyon bozukluguna
neden olan zincirleme kimyasal olaylar baglar. Oksijene bagimli metabolizma normal
hiicre fonksiyonlarinin devamai i¢in normal sartlarda kullanilan yoldur. Oksijen yoklugu
ise anaerobik metabolizma ile sonug¢lanir ve laktik asidin birikimi artar. Asidoz
sonucunda hiicrede normal enzim kinetikleri degisir, yiiksek enerji baglar1 pargalanir ve
hiicre, hayati dengesini idame ettirebilmek igin gerekli olan enerjiyi kaybeder.***?
Organizmanin iskemiye verdigi cevap, hiicre/doku tiirii ve iskemi siiresine bagli olarak
degisir. Ornegin; insan kas dokusunda normal sicaklikta kritik iskemi siiresi 2 saatten
daha uzunken, ince bagirsakta bu degisiklikler yaklasik 30 dakikalik iskeminin ardindan
baslar.** Fizyolojik ve anatomik calismalarda kas dokusunda yaklasik 3 saatlik iskemi
sonrast geri doniisiimsiiz hiicresel hasarin basladig1 ve 6. saatte neredeyse tamamlandigi
gésterilmistir.so Sonug itibariyle iskemik hasarin derecesini gosteren iskemi alaninin
genisligi ve siiresi iki 6nemli faktordiir.

Iskemik dokuya yeniden kan akiminin saglanmasiyla birlikte; enerji temin edilir,
hasar goren hiicre onarilir ve toksik metabolitler ortamdan uzaklastirilir. Reperfiizyon,
iskemik hasarin diizelebilmesi i¢in gerekli olmakla beraber, tehlikeli metabolik
sonuglara neden olabilir. Ileri derece bdlgesel doku hasarmi baslatabilir ve toksik
metabolitler sistemik dolasima gegip sistemik hasara yol agabilir. Iskemi-reperfiizyonun
yol agtig1r doku hasarinin biiyiik oranda reperfiizyon doneminde gerceklestigiyle ilgili

425955 Hasarlanmaya neden olan doku

¢cok sayida calisma bulunmaktadir.
perfiizyonundaki bozulma, damar permeabilitesinin artis1 ve sekonder gelisen doku
O0demiyle iliskilidir. Damar endotelini koruyan ve endotel fonksiyonlarini bozacak
patolojik siiregleri hafifleten ajanlar ve yaklasimlar hasarlanmaya karsi profilaktik
etkinlik g(isterrnislerdir.50'52’56

Klinik calismalarda vaskiiler kan akiminin yeniden saglanmasindan sonra,
iskemik organa kan akimmin tam olarak geri donmedigi gosterilmistir. Fakat, bu
perfiizyon sorununun altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Bu

duruma; damar liimeninde trombosit-16kosit birikimi, interstisyel sivi birikimi (6dem),



endotelyal vazorelaksanlarin (nitrik oksit, prostasiklinler) azalmasi ve sonug itibariyle,
mekanik olarak kan akimi azalmasinin neden oldugu ileri siiriilmektedir. Klinik agidan
bakildiginda; infarkt sahasinda artma, transplant greftininin reddi, ameliyat sonrasi
donemde organ yetersizliginde artis seklinde karsimiza ¢ikar. S6z konusu bu olay "no-
reflow fenomeni” olarak adlandirilir. Bu fenomene neden olarak siklikla I6kosit
adezyonu iizerinde durulmaktadir. Ornegin, iskemi sonrasi dokuda yeniden kan akimi
olusmayan kapillerlerin sayisi ile buray1 infiltre eden 16kosit sayisi arasinda giiglii bir
korelasyon saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda nétrofillerin baskilanmasi ile myokard,
beyin ve iskelet kasinda bu olusumun azaltilabildigi gosterilmistir. Ayrica SOR
olusumu 6nlendiginde, kapiller akimin onarildig1 ve 16kosit/endotel hiicre adezyonunun
engellendigi de, ¢ok sayida galigma ile ortaya konulmustur.*>>>’

Travmalarda ve travma cerrahilerinde, hipovolemi ya da kanama kontrolii
nedeni ile yapilan klemp ve tampon uygulamalari iskemiye neden olmaktadir. Kardiyo-
pulmoner resiisitasyon sonras1 gelisen reperfiizyon ile de I/R hasarmin olustugu
gosterilmistir. Kardiovaskiiler cerrahide; aort ya da periferik arter klemp uygulamasi
sonrasi ortaya cikan tablo, I/R hasari ile ilgilidir. Ayrica serbest doku nakillerinde,
islemin dogas1 geregi flepler bir siire iskemiye maruz kalmakta ve anastomozu takiben

reperfiizyon hasar1 gelismektedir.

2.4 Iskemi —Reperfiizyon Hasarinin Mekanizmasi

Iskemi, organ1 veya dokuyu perfiize eden kan akimi yetersizligine bagl olarak
metabolik ve yapisal degisiklikler ile gelisen geriye donilisiimlii veya doniisiimsiiz
hiicre/doku zedelenmesine neden olmaktadir.”® Iskemi sonrasinda hiicrelerde pek ¢ok
metabolik ve yapisal degisiklikler olugsmaktadir. Bunlardan biri; iskeminin hiicrede
oksidatif fosforilasyonu bozarak hiicre i¢i ATP (Adenozin 5’trifosfat) ve fosfokreatin
sentezinde azalmaya yol agmasidir. Bu durum hiicre membraninin ATP’ye bagimli
iyonik pompa fonksiyonunu (Na'/K* ATPaz pompasi) bozarak hiicreye daha fazla
kalsiyum (Ca?"), sodyum (Na%), su (H,O) girmesi ve potasyum (K*) cikisi ile
sonuclanmaktadir.®® Intraseliiler Ca?* artis1 hiicre icin sitotoksiktir.

Nitekim yine bu donemde hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile

proinflamatuar sitokinlerin ve 16kosit adhezyon molekiillerinin yapiminda artig, buna



karsilik antioksidan enzimlerin aktivitesinde azalma olur. Bu durum hiicreyi
reperfiizyon donemindeki hasara kars1 dayaniksiz kilar. Iskemik dénemde ATP iiretimi
durdugu halde kullanimi devam ettigi i¢in ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve
adenozin olusur. Adenozin, hizla hiicre disina diflize olur ve inozin ve hipoksantine
pargalanir. Dolayisiyla, iskemi sonucu yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin yikimi,
dokuda ksantin ve hipoksantin gibi plirin metabolitlerinin birikimine ve ksantin
dehidrojenazin (KDH) ksantin oksidaza (KO) doniisiimiine yol agar. Normal sartlarda
hipoksantin iirik asite metabolize olur. Bu reaksiyonda elektron alic1 pozisyonunda olan
metabolit NAD" (nikotinamid adenin diniikleotidin okside formu)’dir. Ancak hipoksi ya
da iskemi nedeniyle KDH—KO’ya aktivasyonunda hipoksantinin {irik asite doniisiimii,
KO tarafindan gerceklesir ve bu reaksiyonda ise elektron alici olarak, molekiiler O,
kullanilir.*® Siiperoksid radikal tiirevleri; iskemi sonrasinda o bolgedeki kan akiminin
yeniden saglanmasi (reperfiizyon) ve hiicre i¢ine molekiiler O, nin yeniden taginmasi ile
birlikte, hizla olusmaktadir.®*

Iskeminin ilk dakikalarinda asir1 uyarilan glikolitik yol, ortamda sitrat, laktat,
nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) birikimi ve doku asidozunun olusmasi ile
durur. Iskemik dokuda bulunan O, ise oksidatif fosforilasyonu devam ettirebilmek igin
yetersiz kalir ve glikoliz sonucu olusan piruvatin laktata doniisiimii gergeklesir. Boylece
glikojenden ATP olusumu ile hiicre enerji kaynaklari korunur. Glikoliz, laktik asit ve
fosfat tiirevlerinin hidrolizi sonucu olusan inorganik fosfat birikimine neden olur. Sonug
olarak, hiicre igi pH diiser ve buna bagli olarak asidoz gelisir.62

ATP kaybr intraseliiler ¢ok sayida ve birbiriyle iligkili sistemi genel olarak ayn
anda etkiler. Bunlar®:

1. Na'/K* ATPaz pompasinin bozulmasi: Fizyolojik kosullarda hiicreden 3 Na*
iyonunun ekstraseliiler ortama, 2 K* iyonunun intraseliiler ortama iletilmesi islemi, bir
ATP molekiiliniin ADP'ye yikilmasiyla, metabolik enerjinin harcanmasini
gerektirmektedir. Ozellikle hiicrede ATP aktivitesinin azalmasi, membranda aktif
Na"pompasinin yetersizligine yol agarak, intraseliiler Na* artigina ve hiicredeki K™’ un
disart atilimina neden olur. Solid materyalin birikimine izoozmotik su birikimi eslik
eder ve akut hiicresel sisme olusur. Bu durum serbest kas flebi operasyonlarinda

karsilagilan kas 6demini aciklamaktadir.
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2. Intraseliiler asidoz olusumu ve buna bagl olarak pH nin diismesi: Doku O,
diizeylerindeki azalma laktat birikimine neden olur ve doku pH’s1 diiser.

3. Intraseliiler ortamda Ca®* birikimi: Fizyolojik kosullarda, sitozolik serbest
Ca®" ekstraseliiler diizeyi ile intraseliiler diizeyi karsilastirildiginda, intraseliiler diizeyi
daha diisiik seviyelerde bulunur ve bunun da ¢ogunlugu mikokondri ve endoplazmik
retikulum iginde tutulur. Bu denge membran Ca**ATPaz pompasi tarafindan diizenlenir.
Iskemi veya belirli toksinler, erken donemde sitozolik Ca®* seviyelerinde artis olusturur,
bu durum mitokondri ve endoplazmik retikulumdan Ca** salmimi ve plazma
membranindan net Ca®* gecisi ile iliskilidir. Hiicrede Ca® artis, membran
gecirgenliginde nonspesifik artigla desteklenir. Artmis Ca®, cok sayida enzimin
aktivasyonuna yol acar. Bunlar; fosfolipaz (membran hasarini baslatir), proteaz
(membran ve hiicre iskeleti proteinlerini pargalar), ATPaz (ATP’nin azalmasii
hizlandirir) ve endoniikleaz (kromatin pargcalanmasi ile birliktedir) dir.® (Sekill.)

4. Piirin metobolitlerinin birikimi: iskemi siiresi uzadik¢a ATP yikimi baslar,
dokuda ksantin ve hipoksantin gibi piirin metabolitleri birikimi sekillenir. Hipoksi ve
intraseliiler Ca®* artis; ayni zamanda KDH’nin, KO’ya aktivasyonuna yol agar.
KDH’nin, KO’ya aktivasyonu Ca** bagimh proteaz katalizérliigiinde gergeklesir. Bu
proteazlarin aktivasyonu, iskemi sirasinda; Tiimor Nekrozis Faktor (TNF), interlokin-1
(IL-1), interlkin-3 (iL-3), nétrofillerden salinan elastaz ve kompleman sistem
aktivasyonu tarafindan gercgeklestirilmektedir. Bu arada endotelde bazi proinflamatuar
iriinlerin (l6kosit adhezyon molekiilleri ve sitokinler) ve biyoaktif ajanlarin (endotelin,
tromboksan A2) yapimu artarken, diger bazi koruyucu iriinlerin (yapisal nitrikoksit
sentetaz, trombomodulin) ve biyoaktif ajanlarin (prostasiklin, NO; nitrik oksid ) yapimi
baskilanir.®* Boylece iskemi, daha sonraki reperfiizyon doneminde doku

zedelenebilirligini arttiran proinflamatuar bir durumu baslatir.%
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Sekil 2. iskemide membran hasarinin mekanizmalari.
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Membran hasarinin birgok potansiyel nedeni vardir.?” (Sekil 2.)

Iskemiye bagl sitoplazmik Ca® artist ile endojen fosfolipazlarin aktivasyonu,
parcalanmaya yol acarak membran fosfolipitlerinin kaybina yol agar. Intraseliiler Ca*
artis1 ile aktive olan proteazlar, hiicre iskeletine zarar verebilirler. Fosfolipit
parcalanmasi sonucu iskemik hiicrelerde biriken bu katabolik {irlinler, membranlar
tizerinde deterjan etkisi yapar. Kalsiyumun bol miktarda hiicre igine girmesi,
mekanizmalar1 ne olursa olsun, yukarida tanimlanan olaylar neticesinde, membran
hasariyla sonuglanir (Sekil 1.).62

Iskeminin hiicresel etkileri temel olarak:

[1 Membran potansiyelinin degismesi,

] Iyon dagiliminin degismesi (intraselliiler Ca®"! Na"),

[J Hucresel sisme,

[J Hiicre iskeletinin disorganizasyonu,

[ Azalmig ATP,

[ Artmis hipoksantin,

[ Azalmis fosfokreatin,

[1 Hiicresel asidoz,

[ GSH diizeyinde azalma seklinde zetlenebilir.” (Sekil 3.)
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Sekil 3. Iskemide piirin metabolizmasinin gelisimi ve KDH’nmin KO’ya transformasyonu,
reperfiizyon ile beraber doku hasari gelisimi.”

2.5. iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Lékositlerin Rolii

SOR’larin 6nemli bir kaynag1 aktive olmus l6kositlerdir; bu hiicreler ayrica
saliverdikleri sitotoksik enzimler ve mikrosirkiilasyonda olusturduklar: obstriiksiyonla
da I/R hasarina katkida bulunabilirler. Cizgili kasta, I/R periyodundan sonra 18kositlerin
biriktigi gésterilmisﬁr.66 Iskemi-reperfiizyon, 16kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit
endotel hiicre adhezyonuna neden olur. Polimorf niiveli 16kositler (PMNL) de, endotel
hiicrelerine benzer sekilde SOR iiretme kapasitesine sahiptir. Iskemi-reperfiizyon
hasarinda PMNL’in rolii ile ilgili baz1 mekanizmalar ileri stirlilmiistiir. Bunlar®’;

1. Mikrovaskiiler okliizyon

2. SOR’larin salinmasi

3. Sitotoksik enzim salinmasi

4. Vaskiiler permeabilite artisi

5. Sitokin saliniminda artis seklinde siralanabilir.®’
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Polimorf niiveli 16kositlerin baslangigtaki kemoatraksiyonlar1 endotel hiicreleri
ve KO aracilifi ile gerceklesir. Aktivasyon ve migrasyonlari ise endotel hiicrelerinde ve
l6kositlerde bulunan adhezyon molekiilleri araciligi ile olur. Lokosit adhezyon
molekiilleri, 16kositlerde ve diger bagka hiicrelerde de bulunan; gelisme, haberlesme,
inflamasyon ve apoptoz gibi ¢ok sayida ve gesitte biyolojik olaylarda rol alan yapilardir.
Selektin grubu adhezyon molekiilleri, doku hasar1 olan bolgede aktive olmus endotele,
PMNL’lerin baslangictaki adhezyonunda rol alirlar. E, L ve P selektin olmak iizere
bilinen ii¢ liyesi vardir.

Iskemi-reperfiizyon, endotelde P-selektin ekspresyonunu arttirir. Bu molekiil,
PMNL’lerde bulunan P-selektin glikoprotein 1 adli reseptor ile etkileserek diisiik
afiniteye sahip lokosit-endotel baglantisini olusturur. ikinci asamada l6kosit Beta-2
integrinler ile endotelyal interselliiler adhezyon molekiilii 1 arasinda etkilesim sonucu
16kosit adhezyonu ve agregasyonu gelisir. Ugiincii asamada platelet endotelyal hiicre
adhezyon molekiil 1 ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile I0kosit
transmigrasyonu geligir. Aktive lokositler ekstravaskiiler kompartmana ulasinca, hasar
bolgesine dogru go¢ etmeye baslarlar (kemotaksis). Burada aktive 16kosit yaniti su
mekanizmalar ile olur>23484:

1. Fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandin
ve lokotrienler) iiretilir.

2. Degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir.

3. SOR’larn iiretimi gergeklesir.

Bu iirlinler endotel hasar1 ve doku zedelenmesinin gii¢clii mediyatorleridir ve
baslangictaki inflamatuar uyaranin etkisini giliclendirir. Bazi durumlarda lizozomal
enzimler hiicre disina salmabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya veya diliie
etmeye yonelik bu inflamatuar cevap sonucu; mikrovaskiiler permeabilite artisi,
tromboz, 6dem ve parankim hiicre Oliimii gergeklesebilir. Gorevini tamamlayan
l6kositler, apoptotik hiicre o6limi ile lenfatik dolasim vasitasiyla ortamdan
uzaklastlrlhrla.r.67 Reperfiizyon sonrasi, dolasimda IL-1, IL-6 ve Tumor Nekrozis
Faktor-a. (TNF-a) gibi sitokinler gozlenir. Bu ajanlara kars1 antagonistler kullanilarak,
hem IL-1’in hem de TNF-a’nin vaskiiler yaralanmaya katkida bulunduklar1 ve endotel
adezyon molekiillerini arttirdiklar1 gdsterilmistir.?#* iskemi-reperfiizyonda sitokin

saliimminin oldugu bilinen bir gercektir. Ancak sitokinlerin, permeabilite iizerine olan

15



etkilerinin direk mi yoksa hiicre adezyon molekiilleri ekspresyonu ve notrofil adezyon

aktivasyonu yoluyla m1 oldugu bilinmemektedir.®

2.6. Iskemi/Reperfiizyon Hasarinda Serbest Radikallerin Rolii

Yasamin siirekliliginin saglanmasi, hareket, is yapabilme ve biiylime gibi biitiin
fizyolojik olaylar, enerji tarafindan saglanir. Tiim diger aerobik canlilar gibi, yagamak
icin Oy’ye ihtiya¢ duyan insanlar da, enerji gereksinimini, oksidatif metabolizma yani
aerobik metabolizma sonucu elde eder. Aerobik metabolizma, karbon ve hidrojen igeren
metabolitlerin, CO, ve H,O’ya tamamen ylikseltgenmesini kapsar.58 Oksijen, oksidatif
metabolizma sirasinda enerji eldesi i¢in H,O’ya indirgenirken ¢ok az bir kismi da
“serbest radikaller” adi verilen, elektronlarini kaybetmis zararli maddelere doniisiir.
Serbest radikaller, tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiillerle kolayca
elektron aligverisi yapabilir veya onlarla birlesebilirler. Béylece diger molekiillerin yap1
ve fonksiyonlarmi bozabilir, hatta ¢ok sayida hiicre ve doku hasari meydana
getirebilirler.

Elektron ve proton sayilari esit olmayan yapi iyon olarak adlandirilir. Iyonlar
oldukga kararsiz yapilardir ve yliksek enerjilerinden kurtulmak i¢in ortamdaki baska
atom veya molekiiller ile etkilesime girerler. Serbest radikal, eslenmemis elektron
iceren atom veya molekiil olarak tanimlanir. Genelde elektronlar, atom veya molekiilde
¢iftli halde bulunmalar1 nedeniyle, molekiiller stabildir ve reaktif degildirler. Ancak
elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi s6z konusu oldugunda molekiil, reaktif hale
gelir. Cesitli mekanizmalarla organizmada olusan serbest radikaller, hiicre, doku ve
organlarda hasara yol agmaktadirlar. Bu agidan serbest radikaller, son yillarda biiytik bir
ilgi alan1 olusturmaktadir. Insanda her y11 2 kg Oy olustugu bildirilmistir.

Organizmanin aldigr O2’nin %5’den fazlast O tiirevi radikallere doniigerek
hasar olusturur.6 o Organizmada SOR; enerjetik, reaktif ve metabolik olmak tiizere ti¢
ana mekanizmayla olusmaktadir. Metabolik reaksiyonlar en 6nemli SOR kaynagi olarak
karsimiza ¢ikmaktadirlar. Olusan SOR’lar yiiksek derecede reaktif olmalarindan dolayi,
hiicrelerde zararl etkiler meydana getirmektedirler.70 Her hiicre i¢in intrinsik oksidanlar
ve antioksidanlar arasindaki dengenin fizyolojik sinirlarda tutulmasi doku ve organlar

icin olduk¢a 6nemlidir.”®"? Singlet oksijenin (yiiksek enerjili O, *05) eliminasyonunda
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(stipiiriilerek temizlenmesinde), P-karoten ve vitamin A rol almaktadirlar. Hy0,,
Selenyum (Se) iceren GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz) enzimi tarafindan metabolize
edilir. Siiperoksid anyonu ise, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) i¢eren sitoplazmik enzimler ya
da mangenez (Mn) iceren mitokondiriyal SOD (Siiperoksid Dismutaz) tarafindan
uzaklastlrlhr.72 Oksidatif strese bagli olarak, lipidler, proteinler, enzimler,
karbonhidratlar ve DNA zarar gorebilirler. Membranlardaki hasarin neticesinde DNA
zincirlerinde rastgele kirilmalar ve baglanmalar meydana gelebilir. Enzim ve yapisal
proteinlerin zarar gérmesi hiicrenin 6lmesiyle sonlanabilecegi gibi bu mekanizmalar,
kanser, norodejeneratif, kardiyovaskiiler hastaliklar ile diyabet ve otoimmiin

bozukluklarm gelisiminde molekiiler temeli olusturmaktadir.?® %7

2.7. Plastik Cerrahi Uygulamalarinda iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Iskemi-reperfiizyon hasar1 replantasyon, serbest doku transferi, kompozit doku
allotransplantasyonu ve zaman gerektiren komplike ekstremite rekonstriiksiyonu gibi
durumlarda adeta kaginilmaz hale gelmektedir. Her ne kadar mikrocerrahi tekniklerinde
saglanan gelismeler flep kayiplarini ge¢mise gore azaltmis olsa da, farkli serilerde
%63’e varan flep sagkalim oranlari bildirilmektedir.”* Chen ve ark.’in yaptigi 1142
vakay1 igeren ¢alismada, ilk 24 saatte serbest fleplerde dolasim problemi %82 gibi
yiiksek oranda goriilmiis ve bunlarin %10’unda reeksplorasyon cerrahisine gerek

* Iskemi-reperfiizyon hasarina bagli komplikasyonlar; morbiditeyi

gérﬁlmﬁstﬁr.7
arttirdig1 gibi, ameliyat basarisi, hastanede kalis siiresi ve ekonomik yiikii arttirmak
seklinde olumsuz sonuclar da dogurmaktadlr.75 Vignaud ve ark., iskelet kasinin I/R
hasar1 sonrast kas fonksiyonlarini inceledikleri uzun dénemli (56 giin) calisma
sonucunda, kas fonksiyonlarinin 56 giin sonunda bile ameliyat Oncesi diizeye
gelemedigini g(’)stermislerdilr.76 Ayni calismada iskelet kasmin I/R hasar1 sonrasi
histolojik olarak rejenere olabilse de “kalite” olarak eski fonksiyonelligine
ulagamayabilecegi ifade edilmistir.”® Bu veriler 1s18inda, Ozellikle fonksiyonel kas
transferi agisindan baktigimizda, I/R hasarinin énemi garpici bigimde vurgulanmaktadr.

Giliniimiizde, fasiyal paralizi sonrast yliz simetrisinin yeniden saglanmasi,

brakiyal pleksus hasari, elektrik yaralanmalarina bagl iist ve alt ekstremite defektleri,

tiimor cerrahisi sonrasi alt dudak onarimlar1 ve travma sonrasi olusan defekt onarimlari
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gibi durumlarda, fonksiyonel serbest kas dokusu transferleri gerceklestirilmektedir. Bu
operasyonlardan sonra kas giiciiniin degerlendirildigi ve siklikla kullanilan skalalardan
biri de MRC (Medical Research Council) derecelendirmesidir.”” Buna gére:

Mo: Kasilma yok

M;: Eser miktarda kasilma

Ma: Aktif hareket, yercekimi engellenmis

Ms: Aktif hareket, yer¢ekimine karsi

My,: Aktif hareket, yer¢ekimi ve dirence karsi

Ms. Normal hareket
olarak siniflandirtlmistir.

Fonksiyonel kas dokusu transferlerinin sonuglar1 incelendiginde, oOrnegin
Chuang ve ark.’in yaymladigi 167 hastalik seride serbest “grasilis” fonksiyonel kas
transferinde hastalarin yarismin Mj seviyesinde kas giiciine ulastigi raporlanmustir.”®
Barrie ve ark.’in gergeklestirdigi 29 hastalik serbest fonksiyonel grasilis flebi serisinde,
hastalarin %45 inde M3 ve alt1 kas giiciine erisilmis, 5 hastadaki yetersiz sonug post-
operatif vaskiiler yetersizliklere atfedilirken 2 hastada histolojik olarak sorun olmasa da
fonksiyonun geri gelmedigi belirtilmistir.” Terzis ve Kostoupoulos™un 73 hastada iist
ekstremiteye yonelik uyguladiklar1 fonksiyonel latissimus dorsi ve grasilis kas flebi
sonuclarint paylastiklart calismada, hastalarin %32’sinde M3 derecesi altinda kas
giiciine ulastiklari g(’)rﬁlmektedir.BO Bu sonuglara gore, fonksiyonel beklentinin 6n sirada
oldugu vakalarda, I/R hasarinin daha da énem kazandig1 diisiiniilebilir.

Giintimiizde plastik cerrahinin &zellikle rekonstriiksiyon basamaginda, temel
bilimler ile igice gegmis sekilde planlanmis birgok deneysel model araciligi ile, flep
sagkalimmi arttirmaya yonelik c¢esitli ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Bu baglamda,

|8 KoenzimQ,82 Ekstraseliiler

ozellikle I/R hasarini azaltmaya yonelik olarak, Tempo
SOD,® Aspartat® ve Melatonin® gibi bircok ajan denenmis ve kismen basarili da
bulunmustur. Ancak bu arastirmalar, genis Olgekli, randomize ve ¢ok merkezli
caligmalar ile desteklenerek, heniiz uygulama alanina girememislerdir.

Bu c¢alisma ile, heniiz plastik cerrahi deneysel aragtirmalarina konu olmamus,

ancak farkli branglarda 6zellikle I/R hasari baglaminda ciddi yol alinmis olan Rho/Rho

Kinaz sisteminin, iskelet kas1 I/R modelindeki etkilesiminin irdelenmesi amaglanmustir.
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2.7. Rho Kinaz

2.7.1 Ozellikleri

Rho Kinaz yaklasik 1388 amino asit dizisinden olusmustur. Bu dizide, amino
(N) ve karboksil (C) wuglart bulunmaktadir. Rho Kinaz aym1 zamanda
Rho Kinaz o/ROK o/ROCK2 ve Rho Kinaz PB/ROK B/ROCK1 veya
p160ROCK/ROCK B olarak da adlandirilmaktadir. insanda ROCK1 ve ROCK2 genleri
sirasi ile 18. kromozom (18q11.1) ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadir. Rho Kinaz
enziminin hemen hemen her dokuda varligi gosterilmistir. ROCK?2, beyin ve kalpte
daha fazla eksprese edilir. ROCK1'in; akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste daha
fazla eksprese edildigi bildirilmistir. Rho Kinaz’in, N-terminalinde kinaz bolgesi, orta
bolgesinde kuramsal olarak kangal gibi kivrilmis (coiled-coil) bolge ve C-terminal
bolgesinde “plekstrin homoloji bolgesi” bulunmaktadir. Etkinlesen Rho, Rho Kinaz’in
C-terminal parcasi ile etkileserek kinaz bolgesini etkinlestirir. Bu olay sonucunda
etkinlesen Rho Kinaz (Sekil 4.)'de belirtilen substratlarin1 fosforile ederek c¢esitli hiicre

ici olaylara katkida bulunmaktadir, 26192

Substratlar Islevleri Hiicresel Yamitlar

Miyozin fosfatazin miyozin Diiz kas kasilmasmda kalsiyum
baglayicr alt birimi duyarlasmasi

Stres lifleri olusumu, fokal adezyon
olusumu, nérit retraksiyonu, hiicre
kasilmast. hiicre motilitesi

Miyozin fosfatazin etkisizlestirici Diiz kas kasilmasinda kalsiyum

Miyozin fosfatazin inhibisyonu

Miyozinin F aktine

Miyozin hafif zinciri ;
¥ baglanmasimnda artma

CPI-17 proteini

ozelliginin uyarilmasi duyarlasmasi
‘ ‘ y Diiz kas kasilmasimda kalsiyum
Kalponin F aktine baglanmada azalma ) ’ ’
= duyarlasmasi
ERM ERM'nin etkinlesmesi Mikroviliis olusumu
. ) ) Membran ile ilgili olaylar (ruffling), hiicre
Adusin F aktine baglanmada artma B < ylar (ruffling)
= motilitesi
Intermediyer filamentler : Lo : o
. o Filamentlerin dagilmm Filamentlerin sitokinez i¢in ayrilmasi
(vimentin)
Na/H" degistiricisi Degistirici etkinligin uyarilmas:  Stres lifleri olusumu
LIM kinaz Kinaz etkinliginde artma Kofilinin fosforilasyonu
CRMP-2 - Biiyiime konisi kolapsi
. o Diiz kas kasilmasinda kalsiyum
ZIPK Miyozin fosfatazin inhibisyonu ) ’ ’
’ duyarlasmasi

CPI-17, 17-kDa protein kinase C-potentiated inhibitory protein of protein phosphatase-1; CRMP-2,
collapsin response mediator protein-2. ERM. ezrin-radiksin-moesin: ZIPK., zipper interacting-kinase.

Sekil 4. Rho Kinaz’in substratlar:
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2.7.2 Ekspresyon ve Etkinliginin Diizenlenmesi

Kiigik G proteinleri, 6teki G proteinleri gibi, guanozin difosfat (GDP) ve
guanozin 5'-trifofosfat (GTP) ile 6zgiil olarak etkilesirler. Ayrica kiigciik G proteinler,
GTP'az etkinliginden sorumlu olan gerekli amino asit dizilimine ve efektorleri ile
etkilesmek i¢in ayr1 bir bolgeye sahiptirler. Sentezlendikten sonra, lipitler ile
translasyon (protein sentezi) sonrasi degisikliklere gereksinim duyarlar. Bu lipit yapilari
genellikle, Palmitoil (P), Farnesil (F) ve Geranilgeranil (GG)'dir. Kigik G
proteinlerinin lipit modifikasyonu, bunlarin membrana ve diizenleyicilere baglanmalari
ve alt efektorlerini uyarabilmeleri i¢in gereklidir. Kiigiik G proteinlerinin GDP'ye
bagliyken etkin olmayan ve GTP'ye bagliyken etkin olan olmak iizere birbirine
dontisebilen iki bigimi bulunmaktadir (Sekil 5.).

Rho etkinligi siklik olarak diizenlenmektedir. Rho etkinliginin; GTP'az
etkinlestirici protein (GAP) ve GDP ayrisma inhibitorii (GDI) olmak {izere iki negatif
ve guanin niikleotit degistirici faktor (GEF) olmak iizere bir pozitif diizenleyicisi
bulunmaktadir. Dinlenme durumundaki hiicrelerde Rho-GDP ayrigma inhibitorii (Rho-
GDI), GDP-Rho'ya baglandiktan sonra, onun membrandan ayrilmasina neden olarak
sitozole (hiicre i¢i) gegmesini saglamaktadir. Hiicreler bazi agonistler ile uyarildiginda
Rho'ya 6zel GEF'ler, GDP'nin ayrilmasinit ve GTP'nin baglanmasini baslatarak Rho'nun
etkinligini arttirmaktadirlar. GTP-Rho C-terminali geranilgeranillenmis kuyrugu ile
hiicre membranina hedeflendikten sonra 06zgiil hedefleri ile etkilesmektedir. GAP,
Rho'nun intrinsik GTPaz etkinligini hizlandirarak ve onu etkin olmayan GDP-Rho'ya
doniistiirerek negatif regiilator gibi ¢alismaktadir. GAP, Rho'nun intrinsik GTP'az
etkinligini arttirarak GTP'ye bagli etkin bi¢ciminin etkinligini Onlemektedir. Bu
GDP/GTP déniisiim reaksiyonunun hiz kisitlayict basamagi, Rho’nun GDP'ye bagh
olan bigiminden, GDP'nin ayrilmasidir. Bu reaksiyon olduk¢a yavastir ve GEF
tarafindan kontrol edilmektedir. Rho'nun etkinligi G12 ve GI13 proteinleri ile
diizenlenmektedir. G12 ve G13 kiigiik molekiil agirlikli GTP baglayici Rho proteinini
etkinlestirir. G12/G13 aynm1 zamanda, hiicre iskeleti olaylarin1 da diizenleyebilen Na*/H"
degis-tokus proteinini de uyarmaktadir. Lipit yapisinda kalsiyum duyarlastirict
molekiiller olan sfingosin-1-fosfat(S1P), sfingofosforilkolin (SPC) ve lizofosfatidik asit
(LPA) RhoA/ROCK yolunu etkinlestirmektedirler. Bir G proteini olan G13'iin, Swiss
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3T3 kiiltiir fibroblastlarinda Rho'yu etkinlestirmek i¢in LPA (lizofosfatidik asid)
reseptorleri ile kenetlendigi bildirilmistir. Ayrica, epidermal biiyiime faktorii
reseptoriintin, G13 araciligi ile Rhonun etkinlesmesi ve stres lifleri olusumu yolunda
yer aldigina iliskin veriler bulunmaktadir. Botulinum toksini C3, Rho'yu 6zgiil olarak
ADP-ribozillediginden dolayr C3 toksini Rho'nun 06zgiil inhibitdrii olarak kabul
edilmektedir. Rho, hiicre boliinmesindeki boliinme yariginin olusmasinda yer alan
miyozin II ve aktin filamentlerinin islevleri i¢in gereklidir. Bunun yani sira, Sitokinez
boyunca, hiicrenin kasilma islevi i¢in de Rho sinyal yolu kullanilmaktadir. Rho Kinaz,
ayni zamanda miyozin fosfatazi inhibe ederek de boliinme yariginin olugsmasina katkida
bulunabilir. Ayrica, Rho'nun baz1 islevleri formin proteinleri araciligr ile
gerceklesebilmektedir. Formin proteinleri, aktin polimerizasyonunda gorev alirlar.
Ayrica, hiicre hareketi ve mikrotiibiil olusumunda rol alirlar. Rho Kinaz, radiksin (aktini
hiicre zarina baglayan hiicre iskeleti proteini) proteinini fosforilleyerek hiicre iskeletinin
plazma mebranina baglanmasini diizenleyebilmektedir. Rho ve Cdc42'nin (Cell
Division Control Protein 42) dogrudan formin proteinlerinin bazi bolgeleri ile etkilestigi
ve forminlerin yeni aktin polimerizasyonu ile sinyal yolu arasinda baglant1 kurdugu da
gosterilmistir. Rho Kinaz enziminin, diiz kas hiicrelerinde F-aktin, kalmodulin ve
tropomiyozin baglayici bir protein olan kalponini fosforile ettigi ve boylece kalponin-F-
aktin baglanmasini engelledigi bildirilmistir. Kalponinin bazik izoformunun, miyozin
fosfataz ile defosforile edildigi, bu olayin ise kasilma ile iliskili oldugu da gosterilmistir.
Fosforile olmamis kalponin F-aktine baglanarak miyozin ATP'az etkinligini
onlemektedir; fosforile oldugunda ise bu ozelliklerini kaybetmektedir. Ayrica, Rho
Kinaz ile miyozin ve adusin proteinlerinin fosforilasyonunun fibroblastlarda

mikroviliise benzeyen yapilarin olusmasinda 6nemli rol oynadig: bildirilmistir. %%
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Sekil 5. Rho Kinaz etkinliginin diizenlenmesi

2.7.3 Patolojik Olaylardaki Rolii

Fasudil ve Y-27632 gibi se¢ici Rho Kinaz inhibitorleri ile yapilan klinik dncesi
ve klinik ¢aligmalarda Rho Kinaz’in; kardiyovaskiiler, santral, genitoiiriner ve solunum
sistemleri ile ilgili olarak ortaya g¢ikan gesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Bunlar arasinda; damar diiz kasi hiicrelerinin asir1 kasilmasi
sonucu olusan serebral vazospazm, koroner vazospazm, hipertansiyon, pulmoner
hipertansiyon gibi hastaliklar bulunmaktadir. Arteriyosklerotik hastaliklardan; anjina,
myokard infarktiisii, restenoz, inme (stroke), hipertansif vaskiiler hastalik, Kkalp
yetersizligi, kardiyak allograft vaskiilopatisi ve ven yama (graft) hastaligi diger bir
gruptur. Ayrica bronkiyal spazm, glokom, osteoporoz, erektil islev bozuklugu ve bazi
kanser tilirlerinde de sorumlu bulunmaktadir. ROCK'larin ¢esitli kardiyovaskiiler
hastaliklardaki rolii Sekil 6’da, kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezi ile iliskili

mekanizmalardaki rolii ise Sekil 7'de 6zetlenmistir.2%
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Sekil 6.ROCK'lerin cesitli kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolii.
ROCK'lerin downstream efektorleri arasinda miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-
radiksin-moesin proteinleri, LIM kinazlarve adusin gibi molekiiller bulunmaktadwr. GTP, guanozin 5'-
trifofosfat; I/R, iskemi/reperfiizyon; ROCK, Rho ile iligkili kinaz.

DAGIPKG - veeeeememmmeneeeay Rho
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Rofilin PKN Sitron p140mDia
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Sekil 7.Rho Kinaz’in cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezindeki rolii.
Anjiyotensin 11, serotonin, trombin, endotelin-1, noradrenalin, trombosit kékenli biiyiime faktérii ve
iirotensin II gibi agonistler Rho Kinaz’in etkinlesmesine neden olmaktadir. Rho Kinaz’in downstream
efektirleri arasinda miyozin hafif zincir kinaz, miyozin hafif zincir, ezrin-radiksin-moesin proteinleri,
LIM kinazlar ve adusin gibi molekiiller bulunmaktadir. DAG, diagilgliserol; GTP, guanozin 5'-
trifofosfat; PKC, protein kinaz C; PKN, protein kinaz N.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Cukurova Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurul
Baskanligi’nin onayr alinarak, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi (DETAUM) ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda gerceklestirildi. Calismada, 24 adet,
agirhiklar1 20-30 g arasinda degisen Swiss albino fareler kullanildi. Uygun kafeslerde,
oda sicaklhifinda ve 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortamin saglandig1 kosullarda
barindirildi. Deneklerin beslenme ihtiyaglari, standart laboratuvar yemi ve su verilerek

diizenli olarak karsilandi.

3.1. Calisma Gruplan

24 adet fare iki gruba ayrilarak incelendi.

Grup 1 (n=12): (Kontrol grubu) Intraperitoneal anestezi ile fareler 8 saat
anestezi altinda tutuldu. Sekiz saatin sonunda “biceps femoris” kasindan biyopsi alindi.

Grup 2 (n=12): (Deney grubu) Intraperitoneal anesteziyi takiben farelerin
“trochanter majus” seviyesinden turnike uygulanarak 4 saat boyunca unilateral alt
ekstremitesi iskemiye maruz birakildi. Takiben turnike ¢oziilerek 4 saat reperfiizyon
olusturuldu. Sekiz saatin sonunda ayni ekstremiteden “biceps femoris” kas biyopsisi

alindi.

3.2. Cerrahi Yontem

Tim cerrahi islemler 100mg/kg ketamin ve 10mg/kg ksilazin i.p. anestezisi
altinda yapildi. Yeterli anestezi derinligi saglandigima emin olunduktan sonra

“trochanter majus” seviyesinden turnike uygulandl108

ve 4 saat boyunca ekstremite
iskemiye maruz birakild1 (Sekil 8). Islemi takiben 4. saatin sonunda turnike ¢oziilerek,
sonraki 4 saat boyunca reperfiizyonun gelismesi saglandi. Reperfiizyon periyodu
akabinde kas biyopsisi alindi1. Kas biyopsisi i¢in “biceps femoris” kullanildi. ilk olarak

Lee ve ark. tarafindan tariflenen “biceps femoris” kas flebi modeli ¢esitli ¢alismalarda
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kullanilmigtir, %0 Iskemi-reperfiizyon siklusu sonrasi tiim fareler sakrifiye edildi. Sag
“biceps femoris” kasi tamamen eksize edildi ve orta segment histolojik ¢alisma, lateral-

medial segmentler ise ELISA igin ayrildi.

Sekil 8. Dort saat iskemi sonucunda sag arka ekstremitede olusan siyanoz

3.3. Doku Homojenati Siipernatantlarinin Hazirlanmasi

Kas 6rneklerinin alinmasini takiben dokular -20°C'de donduruldu ve saklandi.
Ependorf iginde -20°C’de dondurulmus dokularin iizerine gram bagina 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride),
30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibitorii eklenildi ve ultrasonik pargalama
cihaziyla buz iizerinde dokular parg¢alanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar
10.000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilip iistte ayrilan kisimlar (siipernatantlar) alinip,
alttaki cokeltiler (pelletler) atild1.
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3.4. Doku Homojenati1 Siipernatantlarinda Rho-kinaz etkinligi, Rho-kinaz protein

ekspresyonu ve RhoA protein ekspresyonu olciilmesi

Doku homojenatlarindan hazirlanan siipernatantlarda Rho Kinaz etkinligi
“ROCK activity assay kit, Cell Biolabs Inc”, kullanilarak prospektiisiinde yazildigi
bi¢cimde enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile 6l¢iildii. Ayrica Rho-
kinaz ve Rho-A protein diizeyleri “Cusabio Biotech Co. ROCK ELISA Kit” ve “RHOA
ELISA Kit” kullanilarak 6l¢iildii. Literatiirde ELISA yontemi kullanilarak planlanmis

benzer yapida galismalar meveuttur, ™1

3.5. Protein Diizeyi Standardizasyonu

Homojenize edilmis dokularin protein miktar tayini, Bradford yontemi ile
yapildi. Sigir serum albumini (lpg/ml) kullamlarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (pg/ml)
konsantrasyonlarinda standart hazirlanip, her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile
100 pl’ye tamamlandi. Standart ve 6rneklerin tizerine 1ml Bradford soliisyonu eklenip
vorteksle karigtirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlart manuel olarak Ol¢iildii. "Prism" programinda ¢izilen standart

egriye gore protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.6. Histopatolojik inceleme

Eksize edilen “biceps femoris” kasi segmentleri %10 formalin solusyonunda 24
saat siireyle tespit edildi. Rutin takipten gecirilen dokular parafine gomiildii. Parafin
bloklardan alinan 5 um kalinligindaki kesitler hematoksilen eosin (H&E) ile boyandi.
Hazirlanan boyal1 preparatlardaki tiim kesitler Nicon Eclipse E 600 151k mikroskobunda

incelendi.
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3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 17.0 paket programi kullanildi. Siirekli
Olctimler ortalama ve ortanca (minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Gruplara gore
stirekli 6lgtimlerin karsilastirilmasinda parametrik test Mann Whitney U testi kullanildi.

Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1 Rho-Kinaz Aktivitesi

Rho Kinaz enzim aktiviteleri incelendiginde; kontrol grubunun ortanca degeri
18020 (13724-20035) pg/mg iken, iskemi-reperfiizyon grubunda ortanca 25845 (14559-
35213) pg/mg degerini aldigi saptandi. Iskemi-reperfiizyon grubunda Rho-Kinaz
aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigr gozlendi.(p=0.004) (Sekil 9)
(Tablo 1)

40000,0

35000,0

30000,0

25000,07

20000,0 T .

15000,0_ 1

Rho kinaz aktivitesi p-MYPT pg/mg

10000,07

| . |
Kontrol Grubu Iskemi Grubu

Sekil 9. Gruplara gore Rho Kinaz Aktivitesi (p-MYPT pg/mg) Dagilim
p-MYPT, fosforile miyozin fosfataz hedef subunitesi. Rho Kinaz aktivitesi enzimin son iiriinii olan
P-MYPT referans ahnarak olciildii. Iskemi reperfiizyon grubunda Rho Kinaz aktivitesi anlamh
olarak daha yiiksek bulundu.(p<0.05)
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4.2 Rho-Kinaz Ekspresyonu

Rho Kinaz enzim diizeyleri incelendiginde; kontrol grubunun ortanca degeri
36347 (17895-52001) pg/ml iken, iskemi-reperfiizyon grubunda ortanca 32791(15352-
48847) pg/ml degerini aldigi saptandi. Gruplar arasinda istatistik anlamli bir fark
olmadig goriildii.(Sekil 10.) (Tablo 1)

60000,07

i pg/mi
|
I
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.= 40000,07
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Rho Kinaz enzim diizeyler
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[ R [
Kontrol Grubu Iskemi Grubu

Sekil 10. Gruplara gore Rho Kinaz enzim diizeyi (pg/ml) dagilim
Kontrol ve iskemi —reperfiizyon gruplari arasinda anlamh fark bulunmada.
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4.3 Rho-A protein ekspresyonu

Rho-A protein ekspresyonlari incelendiginde; kontrol grubunun ortanca degeri
1369(998-1644) pg/ml iken, iskemi-reperfiizyon grubunda ortanca 1012 (565-1573)
pg/ml degerini aldig1 saptandi. Iskemi-reperfiizyon grubunda Rho A diizeyleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu. (p=0.0001) (Sekil 11) (Tablo 1)

1800,07
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Kontrol Grubu Iskemi Grubu

Sekil 11. Gruplara gore RhoA protein diizeyi (pg/ml) dagilimm
Iskemi-reperfiizyon grubunda RhoA protein diizeyi kontrol grubuna gore anlamh olarak
daha yiiksek bulundu.(p<0.05)
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Tablo 1. Gruplara gore Rho A diizeyi, Rho Kinaz aktivitesi ve Rho Kinaz diizeyi dagilhimlari. Ort,
Ortalama; Med, Median; p-MYPT, Fosforile miyozin fosfataz target subunit

Kontrol Iskemi
Med Med
ort (Min-Maks) ort (Min-Maks) P
I;é‘/‘r’nAl Diizeyleri 1352,4 | 1369(998-1644) | 1025,9 | 1012(565-1573) | 0, 004

Rho kinaz aktivitesi

o-MYPT pg/mg 17091, 0 | 18020(13724-20035) | 25955, 8 | 25845(14559-35213) | 0, 0001

Rho Kinaz enzim

N . 34548, 9 | 36347(17895-52001) | 33209, 3 | 32791(15352-48847) | 0, 630
diizeyleri pg/ml

4.4 Histopatolojik Degerlendirme

Iskemi-reperfiizyona maruz birakilan fare arka ekstremitesine ait “biceps
femoris” kas doku orneklerinin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda kas

liflerinde nekroz alanlari olustugu gozlendi.(Sekil 12. ve Sekil 13.)

Sekil 12. Kas liflerinde iskemiye sekonder balonlasma dejenerasyonu ve nekroz alanlari
(H&Ex100) H&E, hematoksilen ve eozin
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Sekil 13.Kas liflerinde iskemiye sekonder nekroz alanlar1 (H&Ex200)
H&E, hematoksilen ve eozin
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5. TARTISMA

Arteriyel ya da ven6z kan akimi azalmasma bagl organ ve dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu bu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde
tanimlanan iskemi, hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicre &liimiine yol agmaktadir. iskemik dokuya hem hiicrenin
rejenerasyonu, hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi i¢in yeniden kan akimi
gerekir. Ancak, iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda paradoksal olarak sadece
iskemi ile olusan hasara gore ¢ok daha ciddi bir hasara yol agabilir.®

Iskelet kasi iskemi-reperfiizyonu ile ilgili yapilan farkli ¢aligmalarda kritik
iskemi stireleri 2, 5 saat ile 4 saat arasinda bulunmustur.“z’m’116 Kritik iskemi siiresi; bir
doku iskemiye maruz kalmaya basladigi andan itibaren ATP depolarin1 kullanmaya
basladig1 ana kadar gecen siiredir. Bu donemde iskelet kasi glikojen depolari ve
fosfokreatini kullanarak ATP rezervlerini korur. ATP depolarin1 kullanmaya baglamasi
ile birlikte artik reperfiizyon bile baslasa, bir miktar hiicre 6liimi kaginilmazdir. Hiicre
6liimiiniin dokunun yarisin1 kapsayacagi siire ise ortalama kritik iskemi siiresidir. Farkli
caligmalarda iskelet kas1 i¢in farkli kritik iskemi siireleri bulunmasinin temel nedenleri
arastirildiginda; viicut 1s1s1, kas tipi ve kollateral dolasim gibi 3 temel faktoriin etkili
oldugu g(isterilrnistir.116 Bu bilgilerin klinik diizeyde 6nemi, 6zellikle replantasyon ve
serbest kas dokusu transferi gibi iskeminin kagiilmaz oldugu durumlarda, anastomozun
giivenli siire araliginda tamamlanmasi zorunlulugudur. Klinigimizde yliiriittiglimiiz
mikrocerrahi operasyonlarinda genel olarak 1,5 saatte anastomoz asamasi
bitirilmektedir. Calismamizda daha 6nce tanimlanmis olan turnike yontemi uygulanmis
ve iskemi siiresi olarak 4 saatlik periyod tercih edilmistir. Bu siirenin se¢ilmesindeki
neden, hem kontrol grubuna gore dokuda nekroz olusturulabildigi hem de dokunun
tamaminin nekroza gitmedigi ideal bir siire olmasidir. Bu sayede uygun kiyaslamalar
yapllabilmektedir.108'110

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasinin; hiicre membrani sekil degisiklikleri,
migrasyon, proliferasyon, sekresyon, invazyon, gen ekspresyonu, adezyon ve hiicre

boliinmesinde rol aldig1 gosterilmistir. Ayrica, "aktin hiicre iskeletinin" kontrolii ve stres

liflerinin olusmasinda rol aldig1 bilinmektedir. Rho Kinaz, hiicresel mikrotubiil agina
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etki ederek vezikiiler transport olaylarinda da gérev alir. inflamasyon ve oksidatif
streste, sinyal iletiminde rolii bulunmaktadir. Diiz kas hiicrelerinin Ca™* duyarliligimi
miyozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek diizenledigi bilinmektedir. ROCK, GTP-
baglayici kiiclik Rho proteini efektorlerinden biri olarak tanimlanmugtir, > 9103117

Son zamanlarda birgok nedenden dolayr Rho/Rho kinaz yolagi, kardiyovaskiiler
sistemin yanisira serebral, hepatik ve renal perfiizyon ile ilgili caligmalara konu
olmustur.  Patolojik  olarak  onemli  5-HT  (5-hidroksitriptamin),  OksiHb
(oksihemoglobin), All (anjiyotensin-2) ve ET-1 (endotelin-1) gibi uyarici faktorler,
cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda RhoA-Rho Kinaz sinyal yolunu uyarmak suretiyle

118

etkili olmaktadir.”™ Estrojenin serebral dolasimda ROCK aktivitesini bastirdigi ve

bdylece menapoz dncesi kadinlarda serebrovaskiiler hastalik insidansinin azaltilmasina

katkida bulundugu géisterilrnistir.119

Hipertansiyon olusturulan bir¢ok hayvan
deneyinde, arterlerde GTP bagli RhoA’nin dogrudan &lgiilmesi ile, bu tiir patolojik
durumlarda ROCK aktivasyonunun yiikselmesinden RhoA aktivitesindeki artis sorumlu

‘[utulmustur.lzo’121

Koroner vazospazm modeli kullanilan caligmalarda fasudil ve
hidroksifasudil gibi ROCK inhibitdrlerinin koroner vazospazmi inhibe ettigi
belirtilmis,lzz'123 ROCK aktivitesinin, miyozin fosfatazin baskilanmasi sonucunda MLC
(miyozin hafif zincir) fosforilasyonunu ve koroner spazmi kuvvetlendirmek suretiyle
arteriosklerotik koroner lezyonlar1 arttirdig: tespit edilmistir."* Sato ve ark. tarafindan
gergeklestirilen kopek subaraknoid kanama modelinde, ilk kez Rho kinaz sisteminin
serebral vazospazmda etkili oldugu gosterilmistir.’®® Bir ¢ok dokunun perfiizyonu
tizerinde etkileri bulundugu anlasilan Rho-ROCK ileti sistemi ile ilgili bir sonraki
asama, I/R calismalari olmustur.

Rho-Rho kinaz sinyal ileti yolunun; beyin, testis, bobrek, myokard, diyafram,
karaciger, ileum gibi dokularda olusan I/R hasarinda rolii oldugunu gosteren ¢aligmalar
literatiirde genis yer kapsamaktadlr.126'13O

Sicanlarda renal arterin klemplenmesi sureti ile olusturulan iskemi-reperfiizyon
hasarinin Rho-kinaz inhibit6rii Y-27632 nin, gerek iskemi oncesi gerek iskemi sonrasi

126

kullanim1 ile azaltildigi bildirilmigstir.”> Takeda ve ark. tarafindan yapilan sigan

karaciger iskemi-reperfiizyon modelinde, Rho-kinaz inhibitorti kullaniminin karaciger
fonksiyon testleri ve histolojik yapida anlamli olarak iyilesmeye neden oldugu

127

belirtilmistir.™" Testikiiler iskemi modeli olarak, testiste torsiyon-detorsiyon olusturulan
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siganlarda ROCK diizeylerinin arttigi raporlanmistir.™®® Ancak yaptigimiz genis literatiir
taramasinda, iskelet kasinda Rho/Rho Kinaz yolunun etkinligi ve I/R hasarindaki rolii
ile alakali sadece tek bir calismaya rastlanilmistir. Sar1 ve ark.’in 2014 yilinda
yayinladiklar1 makalede, sigan alt ekstremitesinde (gastroknemius kasi) ve uzak organ
bobrekte, I/R hasarinin gelismesinde, Rho-ROCK yolagmin etkisinin oldugunu dolaylt
olarak géstermislerdir.131 Ilgili ¢alismada, “gastroknemius kasi” I/R modelinde artis
gosterdigi tespit edilen nitrotirozin (peroksinitrit olusumu nedenli) ve MDA
(malondialdehid) seviyelerinin, Rho kinaz inhibitorii varliginda azaldigi belirtilmistir.

Flep cerrahisi kendi igerisinde kullanilan dokularin igerigine ve defektin
ozelliklerine bagli olarak degisiklikler gosterir. Flep cerrahisinde kullanilan dokulardan
bir tanesi de, kas dokudur. Kas flepleri; tizerindeki deri ile birlikte veya tek basina,
siklikla defekt onarimlarinda kullanilirlar. Kas fleplerinde yasanabilecek basarisizligin
temel nedeni, flep kanlanmasindaki yetersizliklerdir. iskemiye maruz kalan dokuda,
oncelikle akut hiicresel sisme ile baslayan geri doniisiimli degisiklikler meydana gelir.
Eger bu evrede iskemi ortadan kalkmaz, doku reperfiize olmaz ise, mitokondri dis zar
parg¢alanmasi gibi geri dontisiimsiiz degisiklikler olusmaya baslar. Miidahale edilmezse
stire¢, hiicre nekrozu ile sonuclanir. Hiicre nekrozunu engellemenin en 6nemli yolu,
reperflizyonun  saglanmasidir. Bununla birlikte yukarida deginildigi {izere
reperfiizyonun kendisi "reperfiizyon hasar1" olarak adlandirilan patofizyolojik duruma
yol acmaktadir.” Bu calismada iskelet kast iskemi-reperfiizyon modeli kullanilarak
literatiir 151831Inda Rho-Rho kinaz ileti sisteminin nasil etkilendigi belirlenmek
istenmistir.

Calismamizda Rho kinaz enzim aktivitesinin I/R grubunda kontrol grubuna gore
anlamli sekilde artti1 goriildii. Bu sonug literatiirde yer alan birgok I/R ¢aligmasinda da
benzer sekildedir. Bao ve ark.’mn 2004 yilinda yayinladign ¢alismada, myokard I/R
hasarinin ROCK aktivitesini arttirdigi ve inhibisyonu ile infarkt alaninin azaldigi rapor
edilmistir.'® iskemi-reperfiizyon hasarinda RhoA ve efektérii ROCK un aktive olduguna
dair literatiirde bircok calisma bulunmaktadir.’***® Hipoksi, reaktif oksijen tiirleri
(ROS), noradrenalin, endothelin-1 ve anjiyotensin-2, Rho kinazin potent stimiile

edicileridirler.****

Her ne kadar reaktif oksijen tiirleri calismamizda direk olarak
dl¢iilmiis olmasa da I/R hasarmin dogal sonucu olarak, artmis Rho kinaz aktivitesi ROS

artigina baglanabilir. Zira Rho Kinaz diizeyleri karsilastirildiginda kontrol grubu ile I/R
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grubu arasinda anlamli fark bulunamamistir. Yani Rho Kinaz ekspresyonunda bir
artistan ziyade enzimin direk aktivasyonunda artig oldugu diisiiniilebilir. Sican gastrik
diiz kasinda oksidan stres ile indiiklenmis yanitlar tizerinde Rho-Rho-kinaz aktivitesinin
incelendigi benzer bir ¢alismada, “oksidan stresin” Rho Kinaz protein diizeylerini
etkilemeden, Rho Kinaz aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir.**” Anlagildigi kadari ile I/R
uyguladigimiz modelde ROCK ekspresyonundan ziyade enzimin direk aktive olmasi,
kinaz aktivitesini arttirmaktadir. Uygulanan modelin kronik iskemi modeli olmamasi bu
durumu agiklayabilir.

Anlamli farkin olustugu diger bir sonug, I/R grubunda kontrol grubuna gore
RhoA protein miktarinin  azalmasidir.  Iskemi-reperfiizyon modeli kullanilan
calismalarin  ¢cogunda, RhoA  ekspresyonu Rho kinaz ile korele artis
géstermektedir.16'128’131’135Ancak sonuclarimiz bu anlamda literatiiriin bir kismi ile
¢elismektedir. Bu durumda, Rho kinaz enzimi Rho A proteini araciligi ile aktive oluyor
ise, Rho A proteininin azaldig1 sartlarda yine de Rho kinaz enzimi aktive olabilir mi
sorusu akla gelmektedir. Loirand ve ark.’in 2006 yilinda yaptiklar1 Rho kinaz ve
kardiyovaskiiler patofizyoloji konulu derlemede, arasidonik asid(AA) ve
sfingofosfokolinlerin (SPC) Rho kinaz aktivitesini RhoA’dan bagimsiz olarak ve RhoA
ya gore 3 kata kadar daha fazla arttirdigr belirtilmistir.**® Arasidonik asid ve SPC’ler
Rho kinazin negatif diizenleyici bolgesine baglanarak bu bolgenin enzim {izerindeki
inhibisyonunu engelledigi diigiiniilmektedir. (Sekil 14.) Portal hipertansiyon olusturulan
sicanlarin mezenterik arterlerinde yapilan baska bir calismada, RhoA diizeylerinin
kontrole gore diisiik seyrettigi farkedilmistir.®" Siklik AMP (cAMP) efektérii Protein
kinaz A (PKA) ile RhoA arasinda bir iligski olabilecegi diisiiniilerek, PKA inhibitori
Rp-Camps varliginda portal hipertansiyonlu siganlarda RhoA diizeyinin azalmadigi
gosterilmistir. Arastirmacilar, CAmMp-PKA ileti sisteminin transkripsiyon diizeyinde
veya RhoA proteinin hiicre i¢i trafiginde degisiklik yaratabilecegini dngdrmiislerdir.
Howe tarafindan aktin bazli hiicre migrasyonunun incelendigi bir derlemede, PKA’ ’nin
RhoA’y1 C-terminusundaki Ser188 noktasindan fosforile ederek, Rho-GDI guanin
dissosiasyon inhibitorii ile etkilesimini arttirmak suretiyle, membrandan sitozole
translokasyonunu hizlandirdigi bildirilmistir.138 Yine benzer bir g¢alismada, cAMP
agonisti forskolinin, renal CDS8 hiicrelerinde Rho-GDI-RhoA baglanmasini arttirarak,

aktif RhoA miktarini azalttigi gésterilmistir.139 Bu veriler beraber ele alindiginda c-
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AMP/PKA yolu ile RhoA/ROCK yolu arasinda negatif diizenleyici bir iliski oldugu

goriilmektedir.

active ROCK

[Kinase 3 [ Kkinase 3 —-‘-D
C@ zymes
L kinase 3

Ocoo

Ckinase 73

ROCK-1

Ckinase 3

inactive ROCK
Sekil 14. ROCK aktivitesini direk etkileyen faktorler.AA arasidonik asid, SPC sfingofosfokolin

Iskelet kasinda yogun olarak bulunan beta-2 adrenerjik reseptdrler, CAMP-PKA
ileti yolunu aktive ederler. Beta-2 adrenerjik reseptor aracili cAMP-PKA yolu RhoA
inbisyonu yaparken tam tersi de gegerlidir. Yani RhoA’nin aktive oldugu durumlarda
beta 2 reseptdr yanitlarinin azaldigi, insan epidermoid karsinomu A431 hiicrelerinde
gésterilmistir.“o llgili calismada; lizofosfatidik asid (LPA) aracili RhoA aktivasyonu
olusan hiicrelerde isoproterenol ile stimiile beta 2 reseptdr yanitlari azalirken,
Clostridium botilinuma ait C3 egzotoksin aracili RhoA inaktivasyonu olusturulan
hiicrelerde isoproterenol yanitlarinin arttigi ifade edilmistir.'® Tim bu veriler
birlestirildiginde iskelet kasinda beta 2 reseptér yogunlugunda veya duyarliliginda
olusabilecek bir artig, calismamizda RhoA diizeylerini baskilamis olabilir. Yapilan bir
calismada spinal kord iskemi-reperfiizyonu sonrasi tavsan spinal kordunda beta 2

reseptdr yogunlugunun arttigini éjsterilmistir.141 Ayrica sigcan myokard iskemi-
Y yoguniug g g yr ¢ Yy
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reperfiizyon modeli kullanilan bazi c¢alismalarda, 6zellikle beta2 adrenerjik reseptor

142,143

yogunlugunun, bu siiregte arttigi gosterilmistir. Bunlarla beraber reseptor dansitesi

disinda beta 2 aracili yanitlarin da, I/R sonucu reseptoriin alt efektdr sistemini kovalent

144145 Ancak  mevcut

modifikasyonla uyarmast da mimkiin goriinmektedir.
calismamizda beta adrenerjik reseptor yogunlugu veya agonist aracili cevaplari
degerlendirilememistir. fleri calismalar ile bu hipotezin desteklenmesi RhoA-Rho-kinaz
sinyal ileti yolunun diger yolaklar ile iliskisi ve kendi i¢indeki regiilasyonunun
anlasilmasi acisindan faydali olacaktir.

Calismanm /R modelinde yapilmis oldugu gozdniine alnacak olursa, plastik
cerrahi pratiginde Ozellikle serbest kas flebi transferlerinde halen bir sorun olarak
karstmiza ¢ikan, /R hasarma da deginmek gerekmektedir. Iskemi-reperfiizyon
hasarinin; sadece neden oldugu erken donemli nekroza bagli olarak degil, ayrica bu
hasar dolayisi ile olusan apoptozla (programlanmis hiicre 6liimii) da iskelet kasinda geg
dénem hiicre Slimiine neden oldugu gosterilmistir.**® Vignaud ve ark.’in fare iskelet
kas iizerinde yaptiklar1 I/R ¢alismasinda, I/R hasarmm uzun dénemli yipratic: etkileri
oldugu ortaya konulmustur.”® Aym calismada, I/R hasar1 sonras: iskelet kasinda 14.
giinde maksimum gii¢ iretiminin %89 azalmis oldugu, 56. giinde ise halen tam
diizelmeden uzak olundugu ifade edilmistir.”® Hatta rejenerasyon sonrasi bile tam
iyilesmenin asla gelismeyebilecegi ve kas kalitesinde azalma olacagi belirtilmistir.
Yakin zamanda st ekstremiteye yonelik fonksiyonel kas transferlerinin sonuglarinin
derlendigi ve 177 hastadaki sonug¢larinin incelendigi bir ¢alismada, %17°den %42’ye
kadar degisen oranlarda, M3 derecesinin altinda kas giiciine ulasildig1 goriilmektedir.**’

Bagka bir ¢aligmada, 26 hastalik fonksiyonel serbest grasilis kas flebinde,
hastalarin %45’inde Mj alt1 kas giiciine ulagilabildigi gézlenmistir.79 Ayn1 ¢alismada,
ozellikle yetersiz kas giicline ulasilan hastalarda vaskiiler problemler ana neden olarak
gosterilmistir. Tim bu veriler 1s18inda, 6zellikle fonksiyonel serbest kas doku
transferinde, I/R hasarina yonelik yeni yaklagimlarin dnem kazandig1 goriilmektedir.

Iskelet kasi iizerinde yapilan deneysel galigmalar ile farkli yolaklar ve ajanlar
denenerek I/R hasarmin azaltilmasina yonelik gabalar, literatiirde yer almaktadir. Bcl-2
proteini,**® Adenozin,**® Resveratrol,™® E vitamini'®! gibi farkli etki mekanizmasina
sahip ajanlar denenmis ancak higbiri randomize, ¢ok merkezli klinik ¢alismalar ile

desteklenerek plastik cerrahi pratiginde yer bulamamastir.
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Spesifik bir Rho kinaz inhibitorii olan "fasudil”, Japonya’da 1995 yilindan beri
klinik kullamma girmis durumdadir.’®® Fasudil, serebral vazospazmun tedavisi i¢in
kullanimi onaylanmus bir spesifik kinaz inhibitoriidiir."®* Belirgin vazodilatér etkisi®®®
olan fasudil igin, halen anjina pektoris tedavisi ag¢isindan, Kklinik denemeler

154

yapilmaktadir.”™" Pulmoner arter hipertansiyonu olan 8 hastada yapilan denemede, Rho

Kinaz inhibitorii fasudilin ortalama pulmoner arter basincini, anlamli 6l¢iide azalttig
goriilmiistiir. "

Birgok hayvan modelinde, I/R hasarinda deneysel olarak da olumlu etkileri
oldugu belirtilmis olan Rho kinaz inhibitorleri, klinik perspektiften bakildiginda,
hipotez olarak, iskelet kas1 I/R siirecinde aktive oldugu goriilen Rho kinaz enzimini
baskilayarak, iskemi-reperfiizyon hasarini azaltabilir. Bununla beraber fonksiyonel kas
transferlerinde, kritik 6neme sahip olan iskemi siiresini uzatarak dokunun iskemiye olan
toleransini arttirabilirler. Replantasyon cerrahisinde kullanimi, reperfiizyon hasarini
azaltarak operasyon sonuglari lizerinde olumlu etki yapabilir. Yukarida belirtildigi gibi,
serbest kas transferlerindeki kas kayiplarinin sadece nekroza bagli olmayip, apoptozun
da siiregte 6nemli bir yeri oldugu literatiirde vurgulanmistir. Rho kinaz inhibitdrlerinin

anti-apoptotik etkileri olmasi™**’

, pedikiilli muskulokiitan fleplerde Rho kinaz
inhibitorii kullanilmasi, tasindigi bolgede neovaskiilarizasyon siirecinde flep hasarini
azaltabilir. Myokardda onkosullamada (tek veya tekrarlayan kisa siireli iskemik
periyodlarin, uzun siireli iskemiye karsi dokuyu korumasi) kullanilmis olan Rho kinaz

158-159

inhibitorlerinin I/R hasarina olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismalar

1s51ginda fasudilin farmakolojik bir Onkosullama ajani olarak kullanilabilecegi ileri

stirilmustiir. 60

Her ne kadar pedikiillii myokutan fleplerde benzer ¢alisma olmasa da,
bdyle bir ¢aligma planlanarak Rho kinaz inhbitorii ile farmakolojik 6nkosullamanin flep

sagkalimi lizerindeki etkisi degerlendirilebilir.

39



6. SONUC ve ONERILER

Fare iskelet kasi iskemi-reperfiizyon modelinde Rho-Rho Kinaz ileti sistemini
inceledigimiz bu ¢alisma sonucunda:

1. Iskemi-reperfiizyon ile iskelet kasinda Rho Kinaz enzim aktivitesi artarken,
RhoA protein diizeyinin azaldigi, Rho Kinaz seviyesinin ise degismedigi gorilmiistiir.
Mevcut bulgular, pek¢ok dokuda oldugu gibi iskelet kas1 I/R siirecinde bu yolagin
etkileniyor oldugunu gostermektedir.

2. Iskelet kas1 dokusunda RhoA diizeyi azalirken Rho Kinaz aktivitesinin artmig
olmasi, ileri aragtirmalarin konusu olmaya adaydir.

3. Iskelet kasindaki beta-adrenerjik reseptdr aktivitesi ile Rho-Rho Kinaz yolu
arasinda capraz etkilesim olup olmadigy, ileri ¢aligmalarla aydinlatilmay1 beklemektedir.

4. Iskelet kas1 iskemi-reperfiizyon hasarinda, Rho Kinaz inhibitérleri (Fasudil,
Y-27632 gibi) kullanilarak, onceki g¢alismalar da goz Oniinde bulunduruldugunda,
hipotez olarak bu hasara olumlu etki edebilecegi 6ne siiriilebilir.

5. Rho Kinaz yolunun apoptoz iizerindeki etkisi hesaba katildiginda, I/R
hasarma bagli apoptotik hiicre 6liimii {izerine de, Rho Kinaz inhibit6rlerinin olumlu
etkisi olabilir.

6. Serbest kas dokusu transferi yapilan hastalarda Rho Kinaz inhibitdrlerinin
kullanilmasinin, hem kas dokusu canliligt hem de kas fonksiyonu iizerindeki etkisi
degerlendirilebilir.

7. Pedikiillii kas-deri fleplerinde Onkosullamada, Rho Kinaz inhibitorleri,
farmakolojik 6nkosullama ajani olarak denenebilir.

8. Rho Kinaz inhibitorlerinin vazodilatasyona neden olmasi ozelligi ile, gerek
serbest flep cerrahisinde gerekse pedikiilli flep uygulamalarinda, vaskiilarizasyonu
diizenlemek amaciyla kullanimi giindeme gelebilir.

9. Ozellikle distal beslenme sorunu olusabilecek boy/en orami fazla olan random

paternli fleplerde, Rho Kinaz inhibitorleri, distal flep beslenmesini arttirabilir.
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