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ONSOz
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Uyesi ismail YILDIZ ‘a tesekkiir ederim.

Biyokimyasal analizlerin gerceklestiriimesi stirecinde destek olan M. Veysi
CAGLAYAN ve Giilcan CIMITAY’a tesekkiir ederim.
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PMNL: Polimorf niiveli I6kositler
DNA: Deoksiribontkleik asit

MPO: Miyeloperoksidaz

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
MSK: Membran saldiri kompleksi
lgM: immunglobiilin M

MDA: Malondialdehit

FDA: Food and drug administration
LDL: Low Density Lipoprotein
TNF-a: Tumor necrosis factor alpha

IL-6: Interlokin 6
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OZET

Giris ve Amag: Plastik Cerrahi’'nin ugras alanlarindan biri olan flep cerrahisinde
iskemi reperfiizyon (i/R) hasari flep yasayabilirligini etkileyen en o6nemli
faktorlerden birisidir. Fleplerde iskemi reperfiizyon hasarinin olumsuz etkisini
arastiran ve farkli farmakolojik ajanlarin kullanildigi cok sayida ¢alisma vardir.

Kalsiyum kanal blokerlerinden olan Amlodipin’ in beyin, kalp ve karaciger
gibi dokularda iskemi reperflizyon hasarina karsi koruyucu etkileri gdsterilmistir.
Ancak fleplerde iskemi reperflizyon hasarina karsi etkileri ile ilgili yeterli galisma
bulunmamaktadir. Farkli dokularda iskemi reperfiizyon hasari tzerine olumlu
etkileri gosterilen Amlodipin’in flepler Gzerindede de bu etkisinin olabilecegi
hipoteziyle bu ¢galisma planlanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda herbir grup 8 adet rattan olusmak lizere 24 adet
Sprague Dawley cinsi disi rat kullanildi. Gruplar, Grup I; sham, Grup II; kontrol
(i/R) ve Grup lIl; tedavi (i/R + Amlodipin) olacak sekilde ayrildi. Calismada 3x6 cm
lik rat inferior epigastrik arter cilt ada flebi kullanildi. Sham grubundaki (Grup I)
8 rata 6x3 cm inferior epigastrik arter cilt ada flebi kaldirildiktan sonra iskemi ve
ilac uygulanmadan 3/0 ipekle flep yerine sutire edildi. Grup Il (kontrol) ve grup
[l (tedavi)’e 8 saat iskemi ve 12 saat reperflizyon uygulandi. Kontrol grubundaki
(Grup 1) 8 rata cerrahi girisim 6ncesi 7 glin ve cerrahi girisim sonrasi 7 gin
boyunca oral gavaj yoluyla 1cc izotonik soltisyonu verildi. Tedavi grubuna (Grup
l1) girisim Oncesi 7 glin ve girisim sonrasi 7 glin 5mg/kg/giin Amlodipin (ilacin
tablet formu ezildi ve serum fizyolojik ile ¢6zelti haline getirildi) oral gavaj yoluyla
verildi. BUtln ratlardan girisim sonrasi yirmibirinci saatte histopatolojik ve
biyokimyasal analizler icin flep uzun aksinin orta 1/3 liik kismindan her biri 1x0,5
cm olmak Uzere iki adet biyopsi alindi. Bltiin ratlarda girisim sonrasi yedinci glin
1 mm? lik alanlar seklinde gizilen transparan asetat tizerine canli ve doku kaybina
ugrayan alanlar cizildi. Cizilen alanlar sayilarak canli alan, total flep alanina
bollnerek fleplerde sag kalim orani % olarak hesaplandi. Ardindan ratlar, genel
anestezi altinda(50 mg/kg ketamin hidroklortir+10 mg/kg ksilazin hidroklorir-
intraperitoneal) servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

Bulgular: Flep canlilik oranlari, tedavi (i/R+Amlodipin) grubunda kontrol (i/R)
grubuna goére anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). Tedavi (i/R+Amlodipin)
grubunda noétrofil sayisi (p=0,021), MDA (p=0,016) ve MPO (p=0,040) degerleri
kontrol(i/R) grubuna gére anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Damar caplari
acisindan tedavi ve kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,141).
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Sham grubunda, kontrol grubuna (i/R) gore flep canlilik oranlari ve damar capi
anlamli sekilde yiksek iken, notrofil sayisi, MDA ve MPO ise anlamli sekilde disiik
bulundu (p<0,05).

Sham grubunda, tedavi grubuna (i/R+Amlodipin) gore flep canlilik oranlari
anlamli sekilde yiksek (p<0,05), notrofil sayisi ve MDA diizeyleri anlamli sekilde
dislik (p<0,05) bulundu. Damar caplari (p=0,674) ve MPO (p=0,208) diizeyleri
acisindan ise anlamh fark bulunmadi.

Damar caplari agisindan Gg grup karsilastirildiginda, gruplar arasinda bir farkhlik
saptanmadi (p=0,081).

Sonug: Calismamizdan elde ettigimiz bulgular sonucunda, baska amacglarla klinik
uygulamalarda yeri olan Amlodipin’in cilt fleplerinde iskemi-reperflizyon hasarini
onlemede etkili olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: inferior epigastrik arter cilt ada flebi, Amlodipin, iskemi
reperflizyon



ABSTRACT

Introduction: ischemia reperfusion (I / R) damage is one of the most important
factors affecting flap viability in flap surgery, which is one of the main professions
of Plastic Surgery. There are many studies investigating the negative effects of
ischemia reperfusion damage in flaps and using different pharmacological
agents.

Protective effects of amlodipine, which is a calcium channel blockers,
against ischemia reperfusion damage in tissues such as brain, heart and liver
have been demonstrated. However, there are not enough studies about its
effects against ischemia reperfusion damage in flaps. This study is planned with
the hypothesis that Amlodipine, that has positive effects on ischemia
reperfusion damage in different tissues, may also have such an effect on flaps.

Material and Method: In our study, 24 female Sprague Dawley rats were used,
each group consisting of 8 rats. Groups were divided as: Group |; sham, Group Il;
control (I / R) and Group Ill; treatment (I / R + Amlodipine). In the study, a 3x6
cm rat inferior epigastric artery skin island flap was used. After elevating the 6x3
cm inferior epigastric artery skin island flap in 8 rats of the sham group (Group
1), flaps were resutured with 3/0 silk without application of ischemia and
treatment. 8 hours of ischemia and 12 hours of reperfusion were applied in
group Il (control) and group Il (treatment) . The 8 rats in the control group
(Group 1l) were given 1cc isotonic solution by oral gavage for 7 days before
surgery and 7 days after surgery. 5mg / kg / day Amlodipine (tablet form of the
drug was crushed and mixed with isotonic solution) was administered to the
treatment group (Group lll) 7 days before and 7 days after the intervention.
Twenty-one hour after intervention, for histopathological and biochemical
analysis, two biopsies, 1x0.5 cm each, were taken from the middle 1/3 of the
long axis of the flap from all rats. In all rats, live and necrotic areas were drawn
on the seventh day after intervention on transparent acetate, which was drawn
as 1 mmz2 areas. The drawn areas were counted and survival rate of flaps was
calculated as % by dividing the live area into the total flap area. Then the rats
were sacrificed under general anesthesia (50 mg / kg ketamine hydrochloride +
10 mg / kg xylazine hydrochloride-intraperitoneal) by cervical dislocation.



Results: Flap viability rates were significantly higher in the treatment (I / R +
Amlodipine) group compared to the control (I / R) group (p <0.05). Neutrophil
count (p =0.021), MDA (p = 0.016) and MPO (p = 0.040) values in the treatment
(I / R + Amlodipine) group were significantly lower than the control (I / R) group
(p <0.05). No significant difference was found between the treatment and
control groups in terms of vessel diameters (p = 0.141).

Flap viability rates and vessel diameter were significantly higher in the sham
group compared to the control group (I / R), while neutrophil count, MDA and
MPO were significantly lower (p <0.05).

In the sham group, flap viability rates were significantly higher (p <0.05),
neutrophil count and MDA levels were significantly lower (p <0.05) compared to
the treatment group (I / R + Amlodipine). No significant difference was found in
terms of vessel diameters (p = 0.674) and MPO (p = 0.208) levels.

When the three groups were compared in terms of vessel diameters, there was
no difference between the groups (p = 0.081).

Conclusion: As a result of the findings obtained from our study, it was concluded
that Amlodipine, which is used for other purposes in clinical applications, may
be effective in preventing ischemia-reperfusion damage in skin flaps.

Keywords: Inferior epigastric artery skin island flap, Amlodipine, ischemia
reperfusion
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1. GIRiS VE AMAGC

Yeniden onarim cerrahisinde amag; dogumsal, travma, timor ve yanik gibi
farkli sebeplerle olusan doku kayiplarini, fonksiyonel ve goériinim olarak en
uygun sekilde onarmaktir. Doku kayiplarinin onariminda yeniden onarim
merdiveni olarak adlandirilan ve en basit seviyeden (yaranin sekonder iyilesmesi,
primer kapama), daha karmasik seviyelere (greftler, flepler ve serbest doku
transferi) dogru kapama secenekleri uygulanmaktadir (1). Yeniden onarimlarda
¢ogu zaman bu merdiveninin basit seviyelerinden baslamak 6nerilsede, gelisen
teknoloji ile beraber flep cerrahisi ve mikrocerrahi alanindaki ilerlemeler
sayesinde uygun vakalarda daha karmasik onarim yontemleri ilk tercih olarak
secilebilmektedir (2). Bu gelismelere paralel olarak flepler sik¢a kullanilan
yeniden onarim secenegi haline gelmistir.

Kanlanmasi 6zglin yerinden ayrilmadan ya da aktarildigi yerde devam
edecek sekilde baska bir viictit bolgesine, sekil ve fonksiyon olusturmak amaciyla,
aktarilan doku pargalarina flep adi verilir. Bu tanima uyan ve sekil veya fonksiyon
kaybina ugrayan tim dokularin onariminda deri, kas, kikirdak, kemik, tendon,
sinir gibi farkli dokulardan flep hazirlanabilir. Flep seciminde, uygulanan flebin
alict alana uyum saglamasi ve vyasayabilirligi onemli bir etkendir. Flep
cerrahisindeki gelismelere ragmen, fleplerde tam veya kismi doku kaybi hala
sikca karsilasilan 6nemli bir sorundur. Bu soruna sebep olan durumlardan biri de
Ames ve arkadaslari tarafindan 1968 yilinda tanimlanan iskemi-reperfiizyon (i/R)
hasaridir (3). Herhangi bir sebeple iskemiye maruz kalan bir dokunun tekrar
kanlanmasiyla meydana gelen oksijenizasyon, serbest oksijen radikallerinin
olusumuna sebep olmaktadir. Olusan bu serbest oksijen radikalleri inflamatuar,
biyokimyasal ve hicresel degisikliklere neden olarak doku hasarina yol
acmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasari sadece flep cerrahisinde degil
replantasyonlar, transplantasyon cerrahisi, karaciger, beyin gibi kanlanan tim
dokularin yasamini etkileyen ¢ok énemli bir problemdir. Bu nedenle iskemi
reperfizyon hasarinin engellenmesine veya azaltilmasina yonelik ¢ok sayida
calisma yapilmis olmasina ragmen etkili bir tedavi yontemi bulunamamistir. Bu
konu ile ilgili cahsmalar devam etmektedir.



Etkili bir antihipertansif ajan olan Amlodipin’in (Dihidropiridin tlirevi
kalsiyum kanal blokeri) anhihipertansif etkileri disinda; nitrik oksit tGretimini
arttirmasi, lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi ve sliperoksit dismutaz (SOD)
seviyesini korumasi gibi etkileri ile antioksidan etkisinin oldugu gosterilmistir (4).

Kalp, beyin, karaciger ve over gibi dokularda iskemi reperflizyon hasarindan
koruyucu etkileri oldugu gosterilen Amlodipin’in flep cerrahisinde de koruyucu
olabilecegi diuistintlerek bu calisma planlandi (5,6,7,8).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Flep Tanimi ve Flep Fizyolojisi

Flep, kan dolasimi korunacak sekilde alici alandan verici alana aktarilabilen
doku birimidir. Flepler plastik ve rekonstriktif cerrahide doku kayiplarinin
onariminda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Flep cerrahisinde basariyi arttirabilmek
icin dogru planlama, flep dokusunun besleyici damarlara zarar vermeden
hazirlanmasi, flebin alici alana gerginlik olmadan aktarilmasi, operasyon sonrasi
takip ve olusabilecek sorunlarin iyi bir sekilde yonetimi flep yasayabilirligini
etkileyen temel etkenlerdir.

Diger dokularda oldugu gibi fleplerde de goriinir ve gorinir olmayan
dizeyde dolasim mevcuttur. Gorlinlir dolasim sistemini besleyici arterler ve
venler olusturuken, gorinmeyen dolasimi arterioller, kapillerler, ventller ve
arterioven6z anastomozlar olusturur. Kanlanmanin kontroli biylk olclide
gorinir olmayan dolasim dizeyinde gerceklesmektedir. Flep goriniir olmayan
dolasiminda arterioller, veniller ve arterioven6z anastomozlar yoluyla oksijen
tasinmasi, karbondioksit ve artik Griinlerin uzaklastiriimasi saglanir (9).

Derinin normal kan akimi 100 gr doku basina yaklasik 20 ml/dk olarak
bilinmektedir. Kaslarin yiksek metabolik aktivitesinden dolayr bu akim hizi
kaslarda cok daha yiiksektir (10). Flebin yasayabilirligi de flebe gelen kan akimi
ile flebin metabolik ihtiyacglari arasindaki denge ile iliskilidir.

Derideki kan dolasimi temel olarak lokal ve sistemik etkenler ile kontrol edilir. Bu
etkenler noral, hiimoral, metabolik ve fiziksel yollar ile kontrol edilir.

Sistemik kontrol temel olarak néral ve hiimoral yol ile diizenlenirken lokal kontrol
ise hipoksi, hiperkapni, asidoz, hipertermi, hipotermi gibi metabolik ve fiziksel
etkenler ile diizenlenir. Sistemik kontrol néral ya da hormonal olabilir fakat néral
kontrol daha baskindir (10). Noral kontrol; arterioler ve arterioven6z anastomoz
seviyelerinde, sempatik lifler araciligi ile gerceklesir. Noéral kontrolde a-
adrenerjik ve serotonerjik reseptorler vazokonstriktor etki gosterirken, PB-
adrenerjik reseptorler vazodilatator etkilidirler. Hormonal kontrol ise sistemik
vazoaktif maddelerin kendilerine 6zgl reseptorlerindeki aktiviteleri ile saglanir
(9).

Lokal kontrolde ise hipoksi, hiperkapni, asidoz ve hipertermi vazodilatasyona
sebep olurken, hipotermi vazokonstriksiiyona neden olur (9).

3



NORAL

HUMORAL

METABOLIK

FiZiKSEL

Noral
vazokonstriktorler

Noral vazodilatatorler

Humoral
Vazokonstriktorler

Humoral
Vazodilatorler

Metabolik
Vazokonstriktorler

Metabolik
Vazodilatorler

Fiziksel
Vazokonstriktorler

Fiziksel Vazodilatorler

Alfa adrenerjik,
Seratonerjik

Beta adrenerjik,
Kolinerjik

Norepinefrin,
Epinefrin, serotonin,
Prostaglandin F2,
Tromboksan A2,
Endotelinler

Nitrik oksit, Bradikinin,
Histamin, Prostasiklin,
Adenozin difosfat,

Prostaglandin,Trombin

Hipoksi, Asidoz,
Hiperkarbi

Viskozite, Hipotermi,
Myojenik refleks

Hipertermi,
Sempatektomi

Tablo 1. Deri Dolasimini Etkileyen Sistemik ve Lokal Etkenler. Daniel ve Kerrigan

(10)’ ndan alinmistir.



lan Taylor tarafindan 1987 yilinda tanimlanan anjiozom kavrami flep
cerrahisinin gelisiminde ¢cok dnemli bir donemectir (11). Deri ve derialti dokulari
besleyen bir ana arterin olusturdugu alan “anjiozom kavrami” olarak tanimlanir.
Deri vicudun en buyutk organi olmakla birlikte, fiziksel ve kimyasal etkilerden
vicudu korunmak, vicudun isi kontrolinin saglanmasina katkida bulunmak,
vicuttan sivi kaybini dnlemek gibi bazi goérevler Ustlenir. Bu nedenle cilt flepleri
planlanirken flebin alindigl sahada da sekil ve fonksiyon kaybinin olmamasina
dikkat edilmeli ve saglam cilt dokusuna en az zarar verecek sekilde planlama
yapiimalidir. Flep planlamasi icin derinin besleyici damar yapisinin bilinmesi
onemlidir. Derinin farkh tabakalarinda deriyi besleyen farkl damar aglari vardir.
Bu damar aglarn subfasiyal, prefasiyal, subkutantz, subdermal, dermal ve
subepidermal alanlarda yerlesmis olup subdermal ag deriyi besleyen ana yapidir
(10).
Anjiozom kavrami fleplerin kanlanmasini saglayan akimin sadece ciltle sinirli
olmadigini, t¢ boyutlu bir yapinin parcasi olarak flebin bitiin tabakalarina
yayllmis farkli damar aglarinin dokunun beslenmesinde 6nemli oldugunu ortaya
koymustur (12).

Flepte kanlanmanin besleyici arterden kesilmesi ile flebin periferik
kisimlarinda akut iskemi meydana gelir. Bu periferik kisimlarin mikrodolasiminda
ilk 24 saat icinde meydana gelen degisimler flebin hangi kisimlarinin
sagkalacagini belirler. Banbury ve arkadaslari kremaster kas flebinde
mikrodolasimda dinamik, trifazik cevaplarin meydana geldigini bildirmislerdir.
Baslangictaki akut hiperadrenerjik fazi, belirgin vazodilatasyonun goéraldigi
adrenerjik olmayan faz ile artmis kapiller perflizyon izler (13). Son fazda ise
vazoaktif maddelere asiri duyarliik mevcuttur. Flep kaldirildiginda flep
pedikiliinde kan akimi korunuyor olsa bile flep distalinde ilk 6-12 saatte kan
akimi normalin % 20'sinin altina duser, ilk 1-2 haftada flep dolasimi dereceli
olarak diizelir ve normalin % 75‘ine ulasir. % 100‘lUne ise 3-4. hafta i¢cinde ulasir
(14,15).



Flebin kaldirilmasi ile birlikte meydana gelen anatomik, hemodinamik ve

metabolik  degisiklikler flep  yasayabilirligini  belirlemektedir.  Flebin
kaldirlmasindan sonra meydana gelen degisiklikler su sekilde 6zetlenebilir. ilk
12- 18 saat boyunca kan akimini tasiyan damarlar akut olarak azalir, vazoaktif
maddeler salinir ve I6kosit aracili endotel hasarina bagli olarak, 6zellikle flep
distalindeki akim dramatik olarak azalir. 6-12 saat boyunca flep distaline yeterli
akim saglanmaz ise distal kisimda doku kaybi olusmaya baslar. 12-24 saat icinde
vazoaktif maddeler yikilir ve 2-3 gln icerisinde flep yataginda meydana gelen
yeni damarlanmaya bagh olarak kan akiminda kademeli olarak artis meydana
gelir. Eger flep distal kismi 6-12 saat igerisinde ciddi sekilde iskemiye maruz
kalirsa, sonradan artan kan akimi mikrovaskiler yatagin kapanmasina ve doku
kaybina yol acan reperfiizyon hasarini olusturarak 6li dokularin canli dokulardan
ayrismasina neden olur (9).
Meydana gelen anatomik degisikliklerden biri de, cerrahi travma sonrasi gelisen
inflamatuar yanit, flep geciktirme veya sempatik tonusun azalmasi ile flepte
transvers yerlesimli damarlar arasinda varolan choke (kapali) anastomozlarin
aciimasidir (16).



2.2. Fleplerin Siniflandirilmasi

Plastik cerrahide fleplerin bilinen ilk kullanimi M.O. 600 yillarinda
Hindistan’da Sushruta Samhita adli kitapta anlatilmistir. Bu kitapta Sushruta,
alindan cilt flebi transpozisyonu ile burun yeniden onarim yoéntemlerini
anlatmaktadir (17). Zaman igerisinde flep cerrahisindeki gelismeler ve yeni flep
cesitlerinin tanimlanmasi ile, fleplerde siniflandirma ihtiyaci ortaya ¢ikmistir.

Bu siniflandirmalar temel olarak flebin icerdigi doku, kan akimi, aktarilacagi alana
yakinlik ve aktarildigi alana tasinma sekline gére yapiimaktadir.

Nakajima flepleri, flebin icerdigi dokuya gore; kutandz, fasyokutanoz,
adipofasyal, septokutan ve miskiilokutan olmak tizere bes gruba ayirmistir (18).

Mathes-Nahai kas fleplerini ve fasyokutan flepleri kanlanma sekillerine ve
kanlanmayi saglayan pediktle gore siniflandirmislardir (Sekil 1 ve Sekil 2).

Type 8

Sekil 1. Mathes-Nahai fasyokutan ve fasyal flepler siniflamasi: A: Direkt kutandz
pedikil; B: Septokutan6z pedikil; C: Muskulokutan pedikdl (19).



Typo IV

Sekil 2. Kas fleplerinin kanlanma sekillerine gére Mathes-Nahai siniflamasi (20).
(Tip 1: tek vaskiler pedikdl, tip 2: dominant pedikil(ler) ve minér pedikil(ler)
tip 3: iki dominant pedikiil, tip 4: segmental vaskiiler pedikul tip 5: bir dominant
pedikil ve segmental pedikiller)

Daniel ve Kerrigan ise flepleri kan dolasimina, flebe yaptirilan harekete ve
flebin icerdigi dokulara gore l¢ ana gruba ayirmislardir (10).



Tablo 2. Daniel ve Kerrigan’in Flep Siniflamasi (10).

1.BESLENME (KAN DOLASIMI) -Random(kutansz)
-Aksiyel/Pedikillu

2.YAPTIRILAN HAREKET A)ILERLETME -V-Y, Y-V
-Tek pedikalll
-Bipedikllu
B)PivVOT -Rotasyon

-Transpozisyon
-interpolasyon/ada

C)UZAK -Direkt
-Tlp haline
getirilmis

D)SERBEST

3.iCERDIGi DOKU
-Kutanoz
-Fasyokutan
-Muskulokutan
-Kas
-Osseokutan
-Sensoryel

McGregor ve Morgan cilt fleplerini kan akimina gére random(rastgele) veya
aksiyel paternli olarak siniflandirmislardir (21). Rastgele akimh flepler baskin bir
ana damardan beslenmeyip, subdermal ve subfasyal aglardan gelen kan akimiile
beslenirler. Bu nedenle daha az glivenlidirler ve uzunluklarinin, flep tabaninin
baslangicindan itibaren kisa bir mesafe ile sinirlandirilmasi gerekmektedir.
Geleneksel olarak en boy orani cilt flebi olarak planladi ise 1/1, flebe fasya
dokusu dahil edildi ise 1/3’tur.



Aksiyel akimli fleplerde ise flebi besleyen ve flebin uzun eksenine paralel olarak
seyreden, anatomik yerlesimi belli bir damar yapisi bulunur. Aksiyel besleyici
damar sistemleri ile beslenen flepler random fleplere gore daha glivenlidir
(9,21).

Burada bahsi gecen bir diger terim de ada flebidir. Calismamizda
kullandigimiz inferior epigastrik arter cilt ada flebi buna bir 6rnektir. Ada
flebi; flep aksiyel akimli gibi hazirlanip, tabani olusturan deri baglantisinin da
kesilmesi ile hazirlanir. Sadece flebi besleyen damarlar ve varsa sinir korunur.

Perforator flep terimi ise bir perforator pedikil tarafindan beslenen deri ve
deri alti dokulari iceren flepler olarak tanimlanmaktadirlar. Perforatér damar,
vicudun aksiyal damarlarindan birinden kéken alan, subkutan yag dokusuna
gelinceye kadar yag ve interstisiel bag dokusu disinda baska bir dokunun igcinden
gecen damardir. Sadece derin fasyayl delen direkt perforatorler ve yollari
boyunca kas icinden veya intermuskiler septumdan gecen indirekt perforatorler
olarak siniflandirilirlar.
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2.3. FLEP KAYBI VE iSKEMi REPERFUZYON HASARI

Hatali flep planlamasi, mikrodolasimi etkileyen sistemik etkenler,
hematom, pedikil katlanmasi, flep lGzerine fiziksel baski, siki pansuman, gergin
dikisler ve iskemi reperfliizyon hasari gibi etmenler flep kaybina sebep olabilir.
Serbest fleplerde ek olarak anastomoz hattindan kaynaklanan arteriyal veya
vendz tromboz flep kaybi ile sonuclanabilmektedir. iskemi reperfiizyon hasarina
bagli flep kayiplari, flep cerrahisindeki gelismelere ve yapilan ¢alismalarda birgok
ajanin olumlu etkileri gosterilmesine ragmen; hala énemli bir sorun olmaya
devam etmektedir ve flep kismi kayiplarinin altinda yatan temel nedenlerden biri
olarak belirtiimektedir (22).

Flep hazirlanmasini takiben flep ucunda olusan lokal iskemi vazodilatasyona yol
acar. Bu duruma yetersiz perfiizyon basinci da eklenirse flebin ucunda arteryel
yetersizlige ve flepte doku kaybina neden olur (14,15).

Fleplerde vaskiler yetmezligin flep kaybina etkileri ile ilgili bircok calisma
mevcuttur. Yeterli arteryal akim olsa bile ven6z yetmezlik durumunda flepte
nekroz gorilebilecegi bilinmektedir. Serbest doku aktarimi ameliyatlarinda
venoz tikanikhk, arteryel tikanikhiga gére daha sik gorulir ve diizeltiimez ise flep
kaybi ile sonuglanir. Yapilan deneysel calismalarda vendz iskeminin, arteryel
iskemiye gore daha ciddi oldugu gosterilmistir (23,24).

Flep kaybinda dikkate alinmasi gereken durumlardan biri de, flebin icerdigi

dokularin kan akimi ve iskemiye duyarliliklari acisindan farkli olusudur. Ornegin;
cilt fleplerinde, kas fleplerine gore kan akimi daha az iken metabolik ihtiyaglarinin
da daha az olmasi nedeniyle iskemiye duyarlliklari daha iyidir (9).
Ayrica kas ve cilt fleplerinde iskemiye ve reperflizyona verilen yanit da farklidir.
Kas fleplerinde reperflizyon sirasindaki erken fazda kan akiminda, flebin distal
kismi da dahil olmak Gzere, her yone belirgin artis olusurken cilt fleplerinde ise
kan akiminda azalma olur (23).
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iskemi hasarini olusturan siireclerin baslamasinda tetikleyici nokta,
hlcrenin enerji depolarinin belirli bir seviyenin altina inmesidir. Kritik iskemi
suresi; kan akiminin durmasindan sonra, dokunun canl kalmasi ve enerji
depolarinin esik seviyenin altina inmesine kadar gecen en uzun slredir. Kritik
iskemi suresi, doku tlriine ve sicakliga bagh olarak degisir (25). Bu stre asildigl
zaman doku kan akimi yeniden saglansa dahi doku hasari kac¢inilmazdir (26). Bu
durum, daha sonra olusacak, yikim potansiyeli cok daha fazla olan ve serbest
oksijen radikallerinin olusmasiyla tetiklenen reaksiyonlara zemin hazirlamaktadir
(26). Bu reaksiyonlarin neticesinde, yaygin doku yikimi meydana gelmektedir.

iskemiye maruz kalan doku anaerob metabolizmaya yonelir. Bu durumda
oksijen, glikoz, adenozin trifosfat (ATP) seviyeleri diiserken; CO2, laktik asit gibi
metabolitlerin seviyeleri artmaktadir. Prostasiklin ve tromboksan gibi hiimoral
etkenlerin dlzeyleri belirgin olarak vyikselir (23). Ayrica anaerobik
metabolizmaya gegcis ile birlikte toksik superoksit radikallerinin orani da anlamli
olarak artmakta iken antioksidan enzimlerden biri olan siperoksit dismutaz
seviyelerinin azaldig1 gozlenir (27, 28). Bu toksik stiperoksit radikalleri, direkt
sitotoksik etki gosterebildikleri gibi, daha da 6nemlisi lokal akut enflamasyonu
tetikleyerek lokositlerin birikmesine, yapismasina ve bunu takiben endotel
hasarina neden olmaktadir. Bu olaylarin ardindan mikrovaskiler seviyede
dolasimin bozulmasina neden olan hiicresel olaylar ortaya ¢ikmaktadir.

Hiicredeki enerji depolarinin azalmasi sonrasi, hiicre zarinda bulunan Na*-K*
ATP az pompasinin ¢alismasi engellenir. Bunun sonucunda hiicre i¢cindeki Na* ve
Ca** iyon konsantrasyonlar artis gosterir (29). Bu slirecte hasarlanan
endoplazmik retikulumdan da hicre icine kalsiyum salinarak, kalsiyum artisina
katkida bulunulur (30). Hiicre ici Ca* iyon konsantrasyonundaki artis, hiicre icin
sitotoksiktir (31). Hiicrede iyon konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar
sitokinlerin ve |okosit adhezyon molekillerinin yapiminda artis gorlir, ayrica
antioksidan enzimlerin olusumunda hizla diisiis meydana gelir. Bu dengenin
bozulmasi, hiicreyi yeniden akimin saglanmasi donemindeki hasara karsl
korumasiz hale getirir. Oksijen ulasan dokuda, serbest oksijen radikallerinin
baslattigl notrofil aktivasyonuyla beraber 6dem ve endotelyal hasarin rol aldig
olaylar meydana gelmektedir (31).
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Uzamis iskemi sonunda dokuda yeniden akim saglanmasina ragmen
mikrodolasimin geri ddSnmemesine “‘no-reflow fenomeni’’ denilmektedir. iskemi
sonrasi dokunun yeniden kanlanmasiyla hasar sireci baslar. Yeniden akim
sirasinda ksantin dehidrojenaz enzimi ksantin oksidaza donuslir. Yeniden akim
sonrasl ortama gelen oksijen ile iskemi strecinde olusan hipoksantin ve diger
metabolitler reaksiyona girererek, sliperoksit anyonunu olusturur. Stiperoksit
anyonu dogrudan hicre hasari yapar. Diger bir mekanizma da, oksijen
metabolitlerinin yeniden akim sahasinda neden oldugu noétrofil gocl sonrasi
gerceklesir. Damar iginde hizla nétrofil birikimiyle notrofillerden sentezlenen
mediatorler, kan akiminin diismesine neden olur bu da iskemi-reperflizyon ile
iliskili “no-reflow fenomeni” ne neden olur. Nétrofillerin dogrudan endotel
hasarina sebep olduklari veya mikro damarlar diizeyinde tikanma yaparak iskemi
olusturduklari bildirilmistir (32, 33, 34).

Reperflizyon hasari, belirli bir stirede iskemiye maruz kalan dokularin tekrar
kanlanmasi sonucu, mikrosirkilasyonda gorilen tikanmalar ve kan akimi olan
dokunun kaybi ile karakterize bir yaralanma olarak tanimlanmistir (35). Yeniden
kan akimi suireci ile birlikte notrofiller, plateletler ve diger inflamatuar hicreler
kemotaktik sitimiilasyona cevap olarak flep icinde birikir. Endotelyal hiicreler
siser, intersitisyel 6dem meydana gelir, mikrosirkiilasyonda hidrostatik basing
artar ve neticede kapiller limen daralir. Vaskiler tonusun adrenerjik kontroli
ortadan kalkar. Endotelyal hicrelerde, nitrik oksit gibi vazodilatator ajanlarin
Uretimi azalir. Lokosit ve plateletler postkapiller vendilleri tikar, kapiller akim
azalir. Arterioven6z santlar acilarak kapiller mikrosirkiilasyon bozulur. Siireg
sonunda flep u¢ kisminda doku hasari olusur (36).

iskemi reperfiizyon hasarinin fizyopatolojisinin anlasiimasi icin bircok
faktor tGzerinde durulmus ve calismalar yapilmistir. Hasarin nedenleri arasinda
baslica dort faktor yer almaktadir. Bunlar; serbest oksijen radikalleri, polimorf
nlveli [6kositler (PMNL), kompleman sistemi ve endotel hiicreleridir.
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2.3.1. Serbest Oksijen Radikalleri

iskemik kalan dokuda yeniden kan akimi olmasiyla, sitotoksik olaylar baslar.
Bu sitotoksik olaylari baslatan faktorlerin en dnemlisi serbest oksijen radikalleri
olarak bilinmektedir. iskemik dokularda, serbest oksijen radikali Gireten hiicre ici
mekanizmalar tam aktive edilmis durumdadir (37). Dokunun reperflizyonu ile
birlikte dokuya kan ve oksijen gelir. Dokuda iskemi siirecinde biriken hipoksantin
atilmaya calisilir. Oksijen varliginda, ksantin oksidaz enzimi aktive olup serbest
oksijen radikallerini olusturur (38). Serbest oksijen radikalleri, sliperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit ve oksijene donustirulir. Hidrojen
peroksit ise katalaz enziminin etkisiyle su ve oksijene cevrilir (39). Serbest oksijen
radikalleri dokuda deoksiribonikleikasit (DNA), protein ve lipidlerle reaksiyona
girerek bu molekillerin yapilarini bozarlar. Artan serbest oksijen radikallerinin
baslattigi lipid peroksidasyonu ve protein hasari sonucu, hiicre fonksiyonlari
bozularak doku kaybi meydana gelir (40).
Hlcre zarini olusturan temel yapilardan biri olan ve hicreyi dis etkenlerden
korumada bliyik 6nem tasiyan lipidler, serbest radikallerin etkilerine karsi en
hassas olan biyomolekillerdir. Hicre zarlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis baglari serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon
riinleri olustururlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda  malondialdehit (MDA) meydana gelir.  Olusan
malondialdehit; hiicre membranlarindaki iyon alisverisini etkiler ve hiicre
membranlarindaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol acar. Boylece iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuclara neden olur
(41, 42). Yag asidi oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir gostergesi
olmamakla beraber kanda ve idrarda ortaya ¢ikan malondialdehit (MDA) lipid
peroksidasyon derecesiyle ilgilidir (43).

Serbest oksijen radikalleri, dokuya dogrudan zarar verdikleri gibi ayni
zamanda PMNL’ in de hasarli dokuda birikimine neden olurlar. Dokuda biriken
aktive PMNL’ler; miyeloperoksidaz (MPQO), elastaz, proteaz, kollajenaz gibi
enzimleri agiga cikarirlar. Agiga ¢ikan bu enzimler bir kisir déngt olusturarak,
dokudaki hasari arttirirlar ve daha fazla serbest oksijen radikalinin olusmasina da
yol acarlar (39).
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2.3.2. Polimorf Niveli Lokositler

Yapilan calismalarda reperflizyon sonrasi mikrovaskiler gecirgenlikteki
artistan notrofillerin sorumlu oldugu gosterilmistir. Ayrica polimorf nuveli
|6kositler (PMNL), fazla miktarda stperoksit radikalleri liretme kapasitesine
sahiptirler (44).

Bu nedenle nétrofil birikimini engelleyen ajanlarin, iskemi reperfliizyon hasarini
azaltmasi ve flep yasayabilirligini arttirmasi, calisma konusu olmustur (45).

Notrofiller grandllerinde, doku hasarinda 6nemli oksidan etkileri olan
NADPH oksidaz, miyeloperoksidaz (MPO) ve elastaz enzimlerini igerirler. Aktive
olmus notrofillerde ksantin oksidaz enziminin artmasi ile stiperoksit radikalleri
ortama salinirlar. iskemik kalan dokunun reperfiizyonu ile, dokuya gelen
oksijenin ¢ogu NADPH bagimh oksidaz enzimi ile siiperoksit iyonlarina oksitlenir.
Olusan sureoksit iyonu da, ¢ogu zaman spontan dismutasyonla hidrojen
peroksit’e donlsir. Hidrojen peroksit ise klorlir iyonlarinin varliginda
miyeloperoksidaz (MPO) enzimiyle hipoklorik aside dontsttrdlir. Hipoklorik asit,
antimikrobiyal etkisinin yaninda cok glcli bir oksidandir. Hicre zarinin
gecirgenligini arttirarak doku hasarina sebep olurken ayni zamanda hiicredeki
bazi molekillerle reaksiyona girerek reaktif oksijen molekillerini olusturur (46).

2.3.3. Kompleman Sistemi

iskemiye bagli hiicre yiizeyinde olusan yeni bir antijene, dolasimdaki IgM
antikoru gelip baglanir. Daha sonra kompleman sistemi bilesenlerinden biri olan
C1’in baglanmasi ile, kompleman aktivasyonu gerceklesir ve boylece kompleman
sisteminin bilesenlerinden C3a ve C3b olusur. C3b daha sonra kompleman
zincirinin geri kalan kismini aktive ederek, hasari olusturan mediatorlerden
sorumlu “membran saldiri kompleks” inin (MSK) olusumunu saglar. MSK ayrica
arasidonik asit metabolizmasini uyarir ve bdylece makrofajlardan prostoglandin
E2, notrofillerden I6kotrien B4, tromboxan B2, prostanoidler, interlokin-1 ve
reaktif oksijen molekillerinin salinimi saglanir (47, 48). Reaktif oksijen
molekdilleri, gucgli okside edici ve redikte edici ajanlardir. Boylece lipid
peroksidasyonu ile hiicre membran hasari yaparlar (49).
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2.3.4. Endotel Hiicreleri

iskemi reperfiizyon hasarindan kaynaklanan stres endotel hiicrelerinin
aktive olmasina ve islevlerinin bozulmasina sebep olur. Endotel hiicreleri,
serbest oksijen radikalleri icin hem potansiyel hedef konumundadir hem de
serbest oksijen radikallerinin tretim kaynagidir.
Endotel hicreleri, mikrovaskiler homeostazdan sorumlu olan endotelini ve
nitrik oksiti Uretir. Nitrik oksit, arteriyel dolasimda endotelinin vazokonstriktor
etkisini tersine cevirme egilimindedir. Venlerde ise bu durumun tersi soz
konusudur. iskemi reperfiizyon hasarinda endotelin/nitrik oksit orani endotelin
lehine bozulur. Sonucta arteriyel vazokonstriksiyon olusur, venlerde ise
vazodilatasyon olur (50).
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2.4. KALSIYUM KANAL BLOKERLERI

Kalsiyum, canl organizmada birgok yapisal ve fizyolojik gorevleri olan ve
uyarilabilir hiicreler basta olmak tGzere bircok hiicre fonksiyonunun stirdirtlmesi
icin gerekli bir iyondur. Kalsiyumun plazmadaki konsantrasyonu 8.5-10.4 mg/dl
arasl gibi dar bir aralikta degiserek U¢ fraksiyon halinde bulunur. Yaklasik % 50’ si
iyonize durumda, % 41’ i plazma proteinlerine baglanmis olarak, % 9 kadari da
iyonize olmayan bir durumda baglanmis olarak bulunur.

Hiicre disina gore ¢ok dustk konsantrasyonlarda olan hiicre i¢i kalsiyum ise, ya
sitoplazmada serbest halde ya da hiicre ici organallerde baglanmis bir sekilde
bulunur (51-54).

Kalsiyum kanal blokerleri, sitoplazma membraninda bulunan voltaja-
bagimli kalsiyum kanal proteini veya oligomerik kompleksi tizerindeki kendilerine
0zgl reseptorlere yiksek affinite ile baglanarak hicreye kalsiyum girisini
azaltirlar. Bu etkileri, damar diz kasi ve kalp hicrelerinde yaparlar. Bunun
neticesinde damarlari gevsetirler, miyokardi ve diger kalp hiicrelerini deprese
edebilirler (55).

L ve T tip olmak lzere 2 tip kalsiyum kanal vardir (56). L-tipi kalsiyum
kanallari, 6zellikle kalp ve diiz kaslarda olmak Ulzere dokularda yaygin olarak
mevcuttur (57). T kalsiyum kanallari ise atriyumda bulunur. T kanallari ayrica
vaskuler diz kas hiicrelerinde ve nérohormonal sekretuar hiicrelerde de vardir.
T kanallarinin, sinlis daguminin ve atriyoventrikiler nodal dokunun
depolarizasyonunda rol oynadigi ileri stiriimektedir (56). L-tipi kanallarin varligi
rat mesangial hiicrelerinde de gosterilmistir (58).
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Kardiyovaskuiler hastaliklarin tedavisinde kullanilan kalsiyum kanal
blokerleri, yapica ¢ farkl alt gruba ayrilirlar. Bunlar; Dihidropiridin (DHP)
tirevleri (nifedipin, amlodipin ve diger ilaclar gibi), fenilalkilamin tirevleri
(verapamil ve gallopamil gibi), benzotiazepin tirevleri (diltiazem gibi)’dir (59).
Bu ilaglar kalsiyum kanallarinin L tipine yliksek affinite gosterirler.

DHP tirevi kalsiyum kanal blokerleri ile diger iki grup kalsiyum kanal
blokerleri (fenilalkilamin tlrevleri, benzotiazepin tlirevleri) arasinda, damar diiz
kaslarindaki ve kalp kasindaki etki glcleri bakimindan fark vardir. Dihidropiridin
turevi kalsiyum kanal blokerleri vazoselektiftirler; damarlari gevseten doz ve
konsantrasyonlarda, kalp kasi ve diger kalp hicreleri (izerinde genellikle belirgin
bir depresan etki yapmazlar. Fenilalkilamin tilrevi ve benzotiazepin tlrevi
kalsiyum kanal blokerleri ise vazodilatator etki yapan doz diizeylerinde, kalpte
miyokard hiticreleri ve 06zellikle nodal hiicreler lzerinde belirgin depresyon
yaparlar. Dihidropiridin grubundaki ilaclar arasinda da vazoselektivite agisindan
fark vardir. Bu grupta klinik kullanima ilk giren ilag olan nifedipin daha az, daha
yeni ilaglar olan amlodipin, felodipin, lasidipin ve lerkanidipin ise en fazla
vazoselektif olanlardir. Dihidropiridin tlrevi vazoselektif kalsiyum kanal
blokerlerinin oncelikli endikasyonlari hipertansiyon ve stabil anginadir. Agiz
yoluyla kullantlirlar (55).

Kalsiyum kanal blokerlerinin; vazodilatasyon ile periferik direnci azaltarak
ard yuka dustirmek, miyokardial oksijen ihtiyacini azaltmak, kardiyak ve vaskiler
dokuda kalsiyum asiri ylikiuni azaltmak gibi olumlu etkileri vardir (60). Bu ve
benzeri pozitif etkileri nedeniyle kalsiyum kanal blokerleri, uzun zamandan beri
hipertansiyon, aritmi ve koroner kalp hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadirlar (59).
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2.4.1. Amlodipin

Tum dinyada hipertansiyon tedavisinde vyaygin olarak kullanilan
amlodipin, uzun etki streli bir dihidropiridin grubu kalsiyum kanal blokeridir (55).
Miyokard hicrelerinde, kardiyak pacemaker hiicrelerinde ve vaskiler diz kas
hicrelerindeki yavas kalsiyum kanallarini bloke eder ve membranlar arasi
kalsiyum salinimini 6nler, boylece damarlarda vazodilatasyon saglar (61).

Amlodipin oral uygulamadan sonra iyi absorbe olur. En yuksek plazma
konsantrasyonuna uygulamaya basladiktan 6-12 saat sonra ulasir. Terminal
eliminasyon yari Gmri 35-50 saate kadar uzar. Plazmada sabit konsantrasyona,
ilag uygulanmaya basladiktan 7-8 giin sonra ulasir. Buyuk ol¢lide karacigerde
metabolize olmakla beraber, metabolitleri ve alinan dozun az bir kismi
degismeden idrar ile viicuttan atilir (62).

Amlodipinin esas etki vyeri periferik damarlardir. Koroner spazm
durumlarinda; periferik vazodilatasyonla, sistemik vaskuler rezistani azalttig| ve
koroner kanlanmayi artirdig1 icin antianginal etki gosterir (varyant anjina).
Boylece miyokarda oksijen saglanmasini arttirmaktadir (63). Ayrica yapilan klinik
calismalarda amlodipinin antiaterojenik etkisinin de oldugu; bu sayede
antihipertansif etkisinin disinda aterom plaklarinin gelisim ve blylmesini de
onleyerek hipertansiyon ve aterosklerozise bagh gelisen bircok komplikasyonu
onledigi gosterilmistir (64, 65).

Etkili bir antihipertansif ajan olan Amlodipin’in anhihipertansif etkileri
disinda; nitrik oksit Gretimini arttirmasi, lipit peroksidasyonunu inhibe etmesi
ve sliperoksit dismutaz (SOD) seviyesini korumasi gibi etkileri ile antioksidan
etkisinin oldugu gosterilmistir. Gucgli antioksidan 6zelligi nedeniyle vaskiler
iskemilere bagl gelisen organ hasarlarinin azalmasinda etkili oldugu
bilinmektedir (4).

Amlodipinin kalp, beyin, karaciger ve over gibi dokularda iskemi
reperfliizyon hasarindan koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (5, 6, 7, 8).

Amlodipin, FDA tarafindan 1996 yilinda kullanilmak tizere onaylanmistir ve
klinik olarak esansiyel hipertansiyon, kronik stabil anjina, vazospastik anjina,
miyokardiyal iskemi, konjestif kalp yetmezligi ve reynaud hastaliginda
kullanilabilmektedir (66).
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Amlodipin’in en spesifik avantaji yavas etkili ve uzun aktivite sliresine sahip
olmasidir. Uzun yari 8mri nedeniyle kronik kullanimda plazma seviyesi yikselir.
GUnlik dozu 5-10 mg/giin olup bu dozlarda vazodilatator etkileri cok azdir (67).
Bu nedenle antioksidan etkisiyle flepte iskemi reperfiizyon hasarini 6nlemek icin
kullanildiginda, flep dolasimini (perfiizyonu azaltma acisindan) ciddi sekilde
olumsuz etkilemeyecegi sonucuna varilir. Amlodipin besilat, molekiliinde
aminoetoksimetil grubu gibi iyonize (bazik) olabilen bir grup icermesi nedeniyle;
iyonize olmayan nétral DHP tiirevlerinin ¢cogundan farklihk gosterir. Notral DHP
turevleri kalsiyum kanallarinda sadece voltaja bagimli blokaj yaparlar fakat
Amlodipin hem voltaja hem de frekansa bagimh blokaj yapar. Diger
dihidropiridinlerden farkli olarak, kalsiyum kanallarinin sadece DHP baglanma
yerlerine degil, verapamil ve diltiazem baglayan yerlerine de baglanir. Oral
biyoyararlanimi diger dihidropiridinlere gore yiiksektir. ilk gegiste eliminasyona,
diger DHP turevlerine gore daha az ugrar. Plazma proteinlerine yiksek oranda
baglanir (55).
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3.GEREC VE YONTEM

Amlodipin ‘in sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde iskemi-
reperflizyon hasarina etkisi isimli deneysel tez calismasi Dicle Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‘nun (DUHADEK) 28/03/2019 tarihli ve
2019/06 numarali onay! alindiktan sonra, Dicle Universitesi Saglik Bilimleri
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DUSAM) biinyesinde gerceklestirildi.

3.1.Kullanilan Denekler

Agirhiklari 220-300 gr arasinda degisen 24 adet eriskin Sprague-Dawley cinsi
disi sican arastirmaya dahil edildi. Sicanlar rastgele secilerek her bir grup 8
sicandan olusacak sekilde g grup olusturuldu. Sicanlar, Grup |; flep hazirlanan
ancak i/R yapilmayan ve ila¢ uygulamasi yapilmayan (sham grubu), Grup 2; i/R
yapilan ve oral gavaj yoluyla 1 ccizotonik uygulanan grup (kontrol grubu) ve Grup
3; I/R yapilan ve oral gavaj yoluyla 5mg/kg Amlodipin (Norvasc 5 mg tablet-Pfizer
ilaclari Ltd.Sti. istanbul, Tiirkiye ) uygulanan grup (tedavi grubu) olacak sekilde
ayrildi. Tedavi grubunda uygulanan Amlodipin dozu (5mg/kg/gin), ratlarda
literatlirde farkli organ ve dokularda iskemi-reperflizyon alaninda yapilan
calisamalar goz oOnlinde bulundurularak belirlendi (8,68). 21+2°C oda
sicakhginda, 1siklandirma 12 saatlik gece-giindiiz ritmine uygun olacak sekilde ve
standart sican yemi ile musluk suyu verilerek barinmalari saglandi.
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3.2.Deneyde Kullanilan Alet ve Malzemeler

Ketamin Hidroklorir(Ketalar®, Pfizer)

Ksilazin Hidrokloriir(Rompun®, Bayer)
Amlodipin(Norvasc 5 mg tablet-Pfizer ilaglari Ltd.Sti.)
Rat MDA Elisa Kit(SinoGeneClon Biotech Co. , Ltd)
Rat MPO Elisa Kit(SinoGeneClon Biotech Co., Ltd)
Cetvel ve gizim kalemi

Elektrikli tras makinesi

Enjektor 5 ml

insiilin enjektéri 1 ml

%0.9 izotonik Sodyum Kloriir Soliisyonu

Povidon iyot

Oral gavaj kanulu

Flaster

Steril gazli bez

Tarti aleti

Asetat kagidi

3/0ipek

4/0 prolen

15 numara bisturi

Adson penset

Doku makasi

Portegue

Mikro damar klembi

1 adet mikro makas

2 adet mikro penset
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3.3.Flep Modeli ve Cerrahi Yontem

Sicanlara intraperitoneal olarak 50 mg/kg ketamin hidroklortr ve 10 mg/kg

ksilazin hidroklorir ile genel anestezi uygulandi. Karin ve kasik bolgesindeki
tlyler tiraslandiktan sonra rat supin pozisyonda tespit edildi ve operasyon
bolgesi iyodin sollsyonu ile temizlendi. Alt siniri pubis, Gst siniri ksifoid, medial
siniri orta hat ve lateral siniri ise aksiller ¢izgi tarafindan olusturuluan; Petry ve
Wortham’in tarifledigi eni 3 cm, boyu 6 cm olacak sekilde 6x3 cm’lik fasyokutan
flep flep planlandi ve gizildi (69) (Sekil 3). Flep mikro makas ve mikro penset
yardimiyla derin planda kas Gizerinden kasik yag yastigi dahil edilerek kraniyalden
kaudale dogru diseke edildi ve kaldirilmaya baslandi. Kaudalde epigastrik pedikdl
serbestlendikten sonra kaudal kenar kesisi uygulandi. Femoral arter, femoral ven
ve slperfisiyal epigastrik arter gorildi. Flep yalnizca ylizeyel inferior epigastrik
arter tarafindan beslenen cilt ada flebi haline getirildi (Sekil 4). Tum deneklere
ayni standartlarda bu flep uygulandi. Grup | (sham grubu)‘ de bu asamada flep
yerine 3/0 emilmeyen sutir ile sttlre edildi. Grup Il (kontrol grubu) ve Grup Il
(tedavi grubu)’ te sag inferior epigastrik arteriyel ve vendz kan akimlari
mikroklemp yardimiyla 8 saat slireyle kesilerek iskemi uygulandi (Sekil 5).
Ardindan kontrol ve tedavi gruplarinda da flepler yerine 3/0 emilmeyen sutir ile
sitiire edildi (Sekil 6). islem sonrasi 8. saatte denekler tekrar uyutulup alt sinira
atilan stturleri alindi. Alt sinirdan agilan pencereden girilip mikroklempler alindi
ve reperflizyon saglandi. Flep pedikili eksplore edilip distale kan akiminin gegisi
kontrol edildikten sonra alt sinir 4/0 prolen ile basit primer sttire edildi.
Girisim sonrasi 21. Saatte (Grup Il ve Grup III’ te 12 saatlik reperflizyonun
bitiminden sonra) tim deneklerden histopatolojik ve biyokimyasal analizler icin
flep uzun aksinin lateral kenarinin orta 1/3 liik kismindan eni 0,5 cm uzunlugu 2
cm olacak sekilde bir serit eksize edildi. Bu serit ortadan iki esit parcaya
bolliinerek her biri 0,5x1cm olacak sekilde iki adet (biri biyokimyasal analiz icin,
biri histopatolojik analiz icin) biyopsi materyali elde edildi. Ardindan denekler,
uygun yara yeri pansumani yapilarak flep yasayan alanlarini gézlemlemek lzere
barinma kafeslerine konuldu.

23



Sekil 3. Ratin Pozisyonu ve Flep Modeli
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Sekil 4. Flebin Ada Seklinde Hazirlanmasi

Sekil 5. Flep Kan Akiminin Mikroklemp Yardimiyla Kesilmesi

25



Sekil 6. Operasyon Sonrasi Flebin Yerine Sitire Edilmesi

3.4.Deney Protokolii ve Deneklerin Gruplandirilmasi

3.4.1.Grup | (Sham grubu):

Bu gruptaki 8 rata 6x3 cm inferior epigastrik arter cilt ada flebi kaldirildiktan
sonra iskemi uygulanmadan 3/0 ipekle flep yerine sitlire edildi. Cerrahi girisimin
21. saatinde histopatolojik ve biyokimyasal analizler icin flep uzun aksinin lateral
kenarinin orta 1/3 lik kismindan eni 0,5 cm uzunlugu 2 cm olacak sekilde bir serit
eksize edildi. Bu serit ortadan iki esit parcaya bollinerek her biri 0,5x1cm olacak
sekilde iki adet (biri biyokimyasal analiz i¢in, biri histopatolojik analiz icin) biyopsi
materyali elde edildi. Histopatolojik ¢alisma icin alinan 6rnek formaldehit
soliisyonunda, biyokimyasal calisma icin alinan drnek ise -20 °C de saklandi. Flep
kaldirildiktan 7 giin sonra flep yasayan alani ve doku kaybi olan alanlarinin
OlgimU transparan asetat kagidi yardimiyla hesaplandi. Genel anestezi altinda
servikal dislokasyon yontemiyle ratlar sakrifiye edildi.
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3.4.2.Grup Il (Kontrol grubu):

Bu gruptaki 8 rata cerrahi girisim 6ncesi 7 glin ve cerrahi girisim sonrasi 7
gln boyunca oral gavaj yoluyla 1cc izotonik sollisyonu verildi. Takibin 8. gliniinde
6x3 cm inferior epigastrik arter cilt ada flebi kaldirildiktan sonra pedikiil
mikrovaskuler klemple klemplendi. Flep 8 saat iskemiye maruz birakildi. 8 saat
sonra denekler tekrar uyutulup alt sinira atilan sttdrleri alindi. Alt sinirdan acilan
pencereden girilip mikroklempler alindi ve reperfiizyon saglandi. Flep pedikili
eksplore edilip distale kan akiminin gegisi kontrol edildikten sonra alt sinir 4/0
prolen ile basit primer sutlre edildi. 12 saatlik reperflizyonun bitiminden sonra
histopatolojik ve biyokimyasal analizler icin flep uzun aksinin lateral kenarinin
orta 1/3 lik kismindan eni 0,5 cm uzunlugu 2 cm olacak sekilde bir serit eksize
edildi. Bu serit ortadan iki esit parcaya boélinerek her biri 0,5x1cm olacak sekilde
iki adet (biri biyokimyasal analiz icin, biri histopatolojik analiz icin) biyopsi
materyali elde edildi. Histopatolojik c¢alisma igin alinan 6rnek formaldehit
soliisyonunda, biyokimyasal ¢calisma icin alinan drnek ise -20 °C de saklandi. Flep
kaldirildiktan 7 giin sonra flep yasayan alani ve doku kaybi olan alanlarinin
Olclimi transparan asetat kagidi yardimiyla hesaplandi. Ardindan genel anestezi
altinda servikal dislokasyon yontemiyle ratlar sakrifiye edildi.

3.4.3.Grup m (Tedavi Grubu):

Bu gruptaki 8 rata cerrahi girisim dncesi 7 glin ve cerrahi girisim sonrasi 7
gin boyunca oral gavaj yoluyla 5mg/kg/gliin Amlodipin (ilacin tablet formu ezildi
ve serum fizyolojik ile ¢ozelti haline getirildi) verildi. Takibin 8. glininde 6x3 cm
inferior epigastrik arter cilt ada flebi kaldirildiktan sonra pedikil mikrovaskuler
klemple klemplendi. Flep 8 saat iskemiye maruz birakildi. 8 saat sonra denekler
tekrar uyutulup alt sinira atilan sttdrleri alindi. Alt sinirdan acgilan pencereden
girilip mikroklempler alindi ve reperflizyon saglandi. Flep pedikili eksplore
edilip distale kan akiminin gecisi kontrol edildikten sonra alt sinir 4/0 prolen ile
basit primer sitlire edildi. 12 saatlik reperflizyonun bitiminden sonra
histopatolojik ve biyokimyasal analizler icin flep uzun aksinin lateral kenarinin
orta 1/3 luk kismindan eni 0,5 cm uzunlugu 2 cm olacak sekilde bir serit eksize
edildi. Bu serit ortadan iki esit pargaya bélinerek her biri 0,5x1cm olacak sekilde
iki adet (biri biyokimyasal analiz icin, biri histopatolojik analiz i¢in) biyopsi
materyali elde edildi.
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Histopatolojik calisma icin alinan 6rnek formaldehit sollisyonunda, biyokimyasal
calisma igin alinan ornek ise -20 °C de saklandi. Flep kaldirildiktan 7 giin sonra
flep yasayan alani ve doku kaybi olan alanlarinin 6l¢iimi transparan asetat kagidi
yardimiyla hesaplandi. Ardindan genel anestezi altinda servikal dislokasyon
yontemiyle ratlar sakrifiye edildi.

Tablo 3. Deney Gruplarina Uygulanan islemler

Grup | Grup Il Grup Il
Flep Kaldirilmasi + + +
8 Saat iskemi - + +
Oral Gavaj Uygulama - 1 cc izotonik 5m/kg Amlodipin
Biyopsi Alinmasi + + +
Flep Canhiligi + + +
Hesaplanmasi

3.5.Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme icin alinan cilt dokusu biyopsi 6rnekleri oda
Isisinda, %10’luk formalin sollisyonu igerisinde 72 saat tespit edildi. Tespit edilen
dokular standart doku takip yontemlerinden gecirildi. Hazirlanan parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla lamlara 5 um kalinhginda kesitler alindi ve
Hematoksilen Eozin boyasi ile boyandi. Isik mikroskobuyla tim kesitler, 100’IGk
blylitmede noétrofil sayimiicin ve 200’lik blylitmede damar ¢aplari 6lgimu igin
degerlendirildi. Notrofil sayimi ve damar caplari, bes farkli sahadaki degerlerin
ortalamasi alinarak hesaplandi.

3.6.Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal analiz icin alinan rat deri dokulari %10 (w/v) olacak sekilde
pH 7.4 fosfat tamponu icinde homojenizatérle homojenize edildi.
Homojenizasyon sonrasi ornekler 10.000 g‘ de 10 dakika santriflj edildi.
Supernatanttan, Rat MDA Elisa Kit(SinoGeneClon Biotech Co., Ltd. Katalog No:
SG-20889) ile malondialdehit (MDA) ve Rat MPO Elisa Kit(SinoGeneClon Biotech
Co., Ltd. Katalog No: SG-20635) ile Myeloperoksdaz (MPO) dizeyleri tayin edildi.
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3.7.Flep Canlilik Oranlarinin Belirlenmesi

Flepler, ginlik olarak takip edildi. Cerrahi girisim sonrasi yedinci giin
fleplerde doku kaybi gelisen ve canli kalan alanlarin belirginlestigi gorilda. 1
mm? lik alanlar seklinde cizilen transparan asetat tizerine canli ve doku kaybina
ugrayan alanlar cizildi. Cizilen alanlar sayilarak canl alan, total flep alanina
bolinerek fleplerde sag kalim orani % olarak hesaplandi.

Sekil 7. Gruplara Ait Flep Yasam Orani Ornekleri
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3.8.istatistiksel Degerlendirme

Arastirma verilerimizin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 21.0 for
windows istatistik paket programi kullanildi. Olciimsel degiskenler ortalama *
standart sapma (SD) ile, kategorik degiskenler sayi ve ylizde (%) ile sunuldu. Her
gruptaki veri sayisi 8 oldugundan Ug¢ grubun karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis
Varyans Analizi kullanildi. Coklu karsilagtirma testi olarak da Mann Whitney U
testi uygulandi. Hipotezler ¢ift yonli olup, karsilastirmalarda p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlaml sonug kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

Hematoksilen Eozin boyasi ile boyanan kesitler, 1sik mikroskobunda 100’lik
blyltmede nétrofil sayimi igin ve 200’ltk biiyitmede damar gaplari 6l¢imi igin
degerlendirildi. Notrofil sayimi ve damar caplari, bes farkli sahadaki degerlerin
ortalamasi alinarak hesaplandi. Sekil 6’da Sham Grubu, sekil 7’de Kontrol Grubu
ve sekil 8'de Tedavi Grubu’na ait histolojik gorlintilere birer 6rnek izlenmektedir.
Genel olarak iskemi reperflizyon uygulanmayan sham grubunda nétrofil
infiltrasyonunun az oldugu ve damar caplarinin belirgin oldugu goraldi (Sekil 8).
Kontrol grubunda nétrofil infiltrasyonunun yaygin oldugu ve damar c¢aplarinin
kiiculduglu gozlendi (Sekil 9). Tedavi grubunda ise iskemi reperfiizyon
uygulanmasina ragmen; noétrofil infiltrasyonunun kontrol grubundan daha az
oldugu ve damar caplarinin sham grubuna yakin biyulklikte oldugu gorildi
(Sekil 10).

Sekll 8 - Sham Grubu Istk m|kroskobu incelemesi. Iskem| reperflizyon
uygulanmayan sham grubunda nétrofil infiltrasyonunun az oldugu (100’lik
blyltme ile - kirmizi ok) ve damar caplarinin belirgin oldugu (200’lik blyttme
ile - siyah ok) izlendi. (Hematoksilen Eozin boyama)
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Sekll 9 - Kontrol Grubu. I§|k mikroskobu |nceIeme5| Kontrol grubunda nétrofil
infiltrasyonunun yaygin oldugu (100’lik blylutme ile - kirmizi ok) ve damar

caplarinin kiculdtgi (200’l0k blayutme ile - siyah ok) gozlendi. (Hematoksilen
Eozin boyama)

Sekll 10 Tedaw Grubu Isik m|kroskobu |nceleme5| TedaV| grubunda |skem|
reperfizyon uygulanmasina ragmen; notrofil infiltrasyonunun kontrol
grubundan daha az oldugu (100’lik buylitme ile - kirmizi ok) ve damar ¢aplarinin

sham grubuna yakin biytklikte oldugu (200’1ik blyutme ile - siyah ok) gorildu.
(Hematoksilen Eozin boyama)
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4.1.1. Damar Gaplar Olgiimii

Damar caplari 200’lik bayiatme ile bes farkli sahada bakildi ve mikrometre
cinsinden 6l¢iim yapildi. Olciilen damar caplarinin ortalama degeri alindi. Bu
sonuclara gore gruplardaki ortalama damar caplari; Sham grubunda 33,95+12,04
um, Kontrol grubunda 19,51+5,98 um, Tedavi grubunda 30,91%15,10 um olarak
bulundu (Tablo 4). Yapilan istatistiksel degerlendirmede, damar ¢caplari agisindan
3 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.081). ikili grup
karsilastirmalarinda yalnizca, damar caplari kontrol (i/R) grubunda sham
grubuna gore anlamli olarak diisikti (p<0.05).

Tablo 4. Gruplarin Damar Caplari (pm)

Sham Grubu Kontrol Grubu Tedavi Grubu
(n:8) (n:8) (n:8)

1 29,7 22,5 44,9

2 38 19 40

3 47,8 21,5 10,3

4 43 25,6 47

5 33 13,4 43

6 15,4 16,6 21,4

7 45,7 10 29,7

8 19 27,5 11

Ort +SD 33,95 +12,04 19,51+5,98 30,91+15,10
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Sekil 11. Gruplardaki Ortalama Damar Caplari (um)
4.1.2. Notrofil Sayimi

Kesitlerdeki notrofil sayilarina 100’'lik biyutme ile bakildi ve bes farkl
sahada oOlctlen notrofil sayilarinin ortalama degeri alindi. Bu sonuglara gore
gruplardaki ortalama notrofil sayilari; Sham grubunda 15,75+12,33, Kontrol
grubunda 47,87+21,29, Tedavi grubunda ise 29,75+12,57 olarak hesaplandi
(Tablo 5). Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda, notrofil sayisi kontrol (i/R)
ve tedavi (i/R+Amlodipin) gruplarinda sham grubuna gére anlamli derecede
yiksek bulundu (p<0.05). Kontrol (i/R) grubunda da nétrofil sayisi tedavi
(i/R+Amlodipin) grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

Tablo 5. Gruplardaki Notrofil Sayilari

Sham Grubu Kontrol Grubu Tedavi Grubu
(n:8) (n:8) (n:8)

1 20 32 21

2 36 42 30

3 4 31 21

4 32 34 23

5 11 86 57

6 6 47 28

7 6 35 20

8 11 76 38

Ort +SD 15,75+12,33 47,87+21,29 29,75+12,57
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Sekil 12. Gruplardaki Ortalama Notrofil Sayilari

4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Sonuglari

4.2.1. Malondialdehit (MDA) Diizeyi

Ortalama Malondialdehit (MDA) dizeyleri; Sham grubunda 1,01+0,04
nmol/mg protein, Kontrol grubunda 1,62+0,30 nmol/mg protein, Tedavi
grubunda ise 1,28+0,28 nmol/mg protein olarak bulundu (Tablo 6). Gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda; MDA dilizeyi sham grubunda ve tedavi
(i/R+Amlodipin) grubunda, kontrol grubuna goére anlaml derecede diisiik
seviyede bulundu (p<0.05).
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Tablo 6. Gruplarin MDA Degerleri (nmol/mg protein)

Sham Grubu Kontrol Grubu Tedavi Grubu
(n:8) (n:8) (n:8)
1 0,98 1,34 1,13
2 1,01 1,75 1,22
3 0,97 1,91 1,15
4 1,03 1,87 1,26
5 1,08 2,03 1,82
6 1,01 1,49 1,06
7 0,97 1,31 1,61
8 1,09 1,29 0,99
Ort +SD 1,01+0,04 1,62+0,30 1,28+0,28
1.8
1.6
c 1.4
g_ 1.2
£
% 1
£
% 0.8
’,§ 0.6
S
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0.2
0
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Sekil 13. Gruplardaki Ortalama Malondialdehit Dizeyleri (nmol/mg protein)
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4.2.2.Miyeloperoksidaz (MPO) Diizeyi

Ortalama Miyeloperoksidaz (MPO) dizeyleri; Sham grubunda 14,13+1,73
pg/ml, Kontrol grubunda 22,52+11,91 pg/ml, Tedavi grubunda ise 16,10£3,60
pg/mlolarak bulundu (Tablo 7). Gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda; MPO
diizeyi kontrol (i/R) grubunda sham ve tedavi (i/R+Amlodipin) grubuna goére
anlamli seviyede yiiksek bulundu (p<0.05). Sham ve tedavi (i/R+Amlodipin)

gruplari arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.208).

Tablo 7. Gruplarin MPO Degerleri (pg/ml)

Sham Grubu Kontrol Grubu Tedavi Grubu
(n:8) (n:8) (n:8)
1 13,88 21,15 14,40
2 11,91 15,58 13,07
3 14,60 18,41 23,75
4 12,08 14,74 13,13
5 15,65 50,76 14,67
6 13,75 20,57 17,74
7 17,17 14,67 14,20
8 14,01 24,31 17,91
Ort +SD 14,13+1,73 22,52+11,91 16,10+3,60
25
20
B
® 15
S 1
=
5
0
Sham Kontrol Tedavi

Sekil 14. Gruplardaki Ortalama Miyeloperoksidaz Dizeyleri (pg/ml)
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4.3.Flep Canlilik Oranlarinin Degerlendirilmesi

Cerrahi girisim sonrasi 7. ginde 1 mm? lik alanlar seklinde cizilen
transparan asetat Gzerine canli ve doku kaybina ugrayan alanlar cizildi. Cizilen
alanlar sayilarak canli alan, total flep alanina béllinerek fleplerde sag kalim orani
% olarak hesaplandi. Sham grubunda canllik oranlari %1000, Kontrol grubunda
canlihik oranlar %27,37+23,29, Tedavi grubunda canlilik oranlari %81+13,14

olarak bulundu (Tablo 8).

Yapilan istatistiksel degerlendirmede, flep canliik oranlari agisindan 3 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.001). Ortalama flep canlilik
oranlari karsilastirildiginda, tedavi (i/R + Amlodipin ) grubundaki flep canlilik
orani kontrol (i/R) grubundaki flep canlilik oranindan anlamli sekilde yiiksek
bulundu (p<0.05). Sham grubu ve tedavi (i/R + Amlodipin ) grubu arasinda flep
canlilik oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,674).

Tablo 8. Gruplardaki Flepte Canli Alan Yiizdeleri (%)

Sham Grubu Kontrol Grubu Tedavi Grubu
(n:8) (n:8) (n:8)

1 100 44 76

2 100 54 80

3 100 35 55

4 100 46 78

5 100 0 85

6 100 40 92

7 100 0 100

8 100 0 82

Ort +SD 10040 27,37+23,29 81+13,14
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5.TARTISMA

Flep cerrahisi, yeniden onarim cerrahisinin temelini olusturur. Anatomi,
fizyoloji ve cerrahi teknik ile ilgili artan bilgi birikimine ragmen, flepte doku kaybi
yeniden onarim cerrahisinde dnemli bir problem olmaya devam etmektedir. Flep
kaybi; enfeksiyon, arterioskleroz, hipotansiyon, malnitrisyon, flepte basi,
gerginlik, tromboz, pedikiilde katlanma ve yetersiz besleyici akim gibi nedenlerle
meydana gelebilir (70). Ayrica hasta kaynakli sorunlar (sigara igiciligi, eslik eden
hastaliklar, hastanin tedaviye uyumu), flebin dogru planlanip uygulanmasi,
ameliyat sonrasi bakim gibi pek cok etken flep yasayabilirliginde gz oninde
bulundurulmalidir. Gerekli durumlarda ameliyat 6ncesi ilag baslanmasi, ameliyat
oncesi damarsal sistemin goérintlilenmesi, hastanin psikiyatrik durumunun
degerlendirilmesi ve eger malnitrisyon varsa bunun tespiti ve diizeltilmesi diger
dikkat edilecek hususlardir (71).

Serbest flep uygulamalarinin yayginlasmasi yeniden onarim cerrahisi yapan
cerrahlara belirgin bir manevra Ustlinligl kazandirmis olsa da beraberinde farkl
sorunlari glindeme getirmistir. Genis seriler incelendiginde, serbest doku
aktarimlarinda flep kayiplarinin azaldigi goérilmektedir. Bu flep kayiplar
pedikdlla fleplerin kismi kayiplarindan farkl olarak serbest fleplerde genellikle
tam kayip seklindedir. ister kismi olsun, ister tam olsun tiim flep kayiplari,
gecirilen ameliyat sayisini, hastanede kalis slresini, sonucta morbidite ve
mortaliteyi dogrudan etkileyen cerrahi komplikasyonlardir (72,73). Serbest
fleplerin kullaniminin artmasiyla birlikte, flep verici alandan ayrilip arteryal kan
akimin kesilmesi ve ardindan anastomozla beraber tekrar kan akimi saglanan
sireg icinde, kacinilmaz iskemi-reperflizyon hasari gorilmeye baslanmistir.
Bundan dolayl iskemi reperflizyon hasari plastik cerrahi pratiginde ve
arastirmalarinda yerini almaya baslamistir. Ayrica iskemi reperflizyon hasari
sadece flep cerrahisinde degil replantasyonlar, transplantasyon cerrahisi,
karaciger, beyin gibi kanlanan tim dokularin yasamini etkileyen cok énemli bir
problemdir.
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Arteriyel veya vendz kan akiminin herhangi bir nedenle kesilmesi veya
azalmasina bagl organ ve dokunun yetersiz perfliizyonu sonucu bu doku veya
organlarin oksijenden yoksun kalmasi seklinde tanimlanan iskemi, doku ve
organlarda hiicresel diizeyde enerji depolarinin azalmasi ve toksik metabolitlerin
birikmesi sonucunda hiicresel 6liime yol acar. iskemik dokuya hem hiicrenin
kendini yenilemesi (rejenerasyonu), hem de toksik metabolitlerin temizlenmesi
icin yeniden dolasimin saglanmasi gerekir. Ancak, iskemik dokunun yeniden
kanlanmasi yani reperflizyonu, dokuda sadece iskemi ile olusan hasara gore ¢ok
daha ciddi bir hasara yol agar.

Flep kaybini 6nlemek ve flebin iskemiye dayaniklihgini artirmak igin
yapilagelen iki yontem bulunmaktadir. Bunlar geciktirme cerrahisi (delay
fenomeni) ve farmakolojik ajanlarin (flep damarlanmasini arttiran ilaglar,
antioksidanlar, antitrombotik ilaglar, antiinflamatuar ilaclar, dolasim
diizenleyiciler gibi) kullanimidir (9, 74, 75). Cerrahi geciktirme olan delay
fenomeni flep cerrahisinde nekroz gelismemesi igin erken donemlerde
tanimlanmistir. Delay yonteminin flep cerrahisinde yasayabilirligi arttirmak igin
en etkili yontemlerden oldugu bilinmektedir. Fakat delay yontemi en az iki
operasyon gerektirdigi icin maliyetli ve zaman kaybettiricidir. Bu nedenle
arastirmacilar, delay yonteminin etkinligini gosterecek ama cerrahi
gerektirmeyen, iskemi ve ardindan gelisen reperfiizyon hasarinin zararli etkilerini
ortadan kaldirabilecek veya azaltabilecek pek cok endojen ve ekzojen ajan
tanimlamislardir (76-82).

Rohrich ve arkadaslari flep yasayabilirligini arttirmaya yonelik kullanilacak bir ilag
veya uygulama icin ideal 6zellikleri sdyle siralamistir; kolay uygulanabilir olmali,
glvenilir olmali, etkili sonuglari olmali, ameliyat sonrasi da kullanilabilmeli, ucuz
olmali, etki mekanizmasi tam olarak bilinmeli, elde edilmesi kolay olmali ve flep
doku kaybindan koruyucu olmali (83). Bu anlamda, calismamizda kullandigimiz
Amlodipin bu 6zelliklerin cogunu tasimaktadir.
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Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan

kaldirilma hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak
adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi slirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir (84). Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda bir diisme oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina neden
olur. “Oksidatif stres’”” olarak adlandirilan bu durum o0zetle; serbest radikal
olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir.
Antioksidanlar, iskemi-reperfliizyon sirasinda artan radikallerin vicudumuzdan
uzaklastirilmasini saglamaktadir (85). Yapilan calismalarda o©zellikle iskemi-
reperflizyon hasarina bagli olarak azalan antioksidanlar ile doku hasari arasinda
direkt iliski gosterilmistir. Bazilari cilt fleplerinde olmak (izere serbest radikallere
karsi antioksidan etkileri arastirilan ajanlara; Superoksit Dismutaz (77),
Allopiirinol (78), Deferoksamin (79), Vitamin C (80), Selenyum (81) ve Carvedilol
(82) 6rnek verilebilir.

Kalsiyum kanal blokerlerinin kimyasal yapilarina goére dihidropridin (DHP)
grubu icerisinde bulunan Amlodipin, c¢abuk etki gosteren ve etkin bir
antihipertansif ila¢c oldugu gibi ayrica glicli antioksidan 6zelliginde oldugundan,
vaskuler iskemilere bagli gelisen organ hasarlarinin azalmasinda da etkin role
sahiptir.

Amlodipin’in antioksidan etkinligi; nitrik oksit Uretimini arttirmasi, lipit
peroksidasyonunu inhibe etmesi ve siuperoksit dismutaz (SOD) seviyesini
korumasi gibi etkileri ile gosterilmistir (4).

Bir baska calismada da Amlodipinin, anjiotensinle olusturulan oksidatif streste
oksijen radikalinin Giretimini azalttigi, stiperoksit dismutaz diizeyini ise ylkselttigi
ve lipid peroksidasyonunu inhibe ederek LDL (Low Density Lipoprotein)’lerin
oksidasyonunu oOnledigi gosterilmistir (86). Ayrica Amlodipin inflamasyona bagli
olarak yiikselen TNF-a ve iL-6 gibi sitokinlerin diizeyini de diisiirmektedir (87).
Dihidropiridin tirevlerinin ve diger kalsiyum kanal blokorlerinin antiaterojenik
etkilerinin de, bahsi gecen antiinflamatuar ve antioksidan etkilerinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiintlmektedir (64).
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iskemi reperfiizyon hasari calismalarinda en sik kullanilan flep modeli olan
sican inferior epigastrik arter cilt ada flebi ilk kez 1967 yilinda Strauch ve Murray
tarafindan tarif edilmistir (88). Mikrocerrahi egitiminde ve bircok deneysel
calismada en sik kullanilan flep modelidir. Kolay diseksiyon sonrasi
mikrocerrahiye uygun damarlara ulasilabilmesi, inferior epigastrik sinirden
dallanan bir duyusal sinir agina sahip olmasi, deri adasinin glivenle
beslenmesinin bilinmesi nedeniyle sik tercih edilmektedir. Flep boyutu siganin
blayukligine, cerrahin  tercihine ve ¢alismanin  Ozelliklerine gore
tasarlanabilecegi icin standart bir 6l¢l verilememektedir.

Tosa ve arkadaslari, yaptiklari calismada rat karin boélgesinden 4,5x3 cm’lik
inferior epigastrik arter tabanlh cilt ada flebinin hazirlanmasini takiben flepte
olusturulan 9 saatlik iskemi sonrasi flep canlilik oranini %18-19 tespit etmislerdir
(89). Bir baska g¢alismada bu oranlar, 7x4 cm’ lik flepte 8 saatlik iskemide %65 ve
12 saatlik iskemide % 22 olarak tespit edilmistir (90). Bizim yaptigimiz ¢alismada
kontrol grubunda (i/R) 3x6 cm’lik rat inferior epigastrik arter cilt ada flebinde 8
saatlik iskemide flep canliligi ortalama degeri %27,37+£23,29 olarak bulundu.
Yaptigimiz ¢alismadaki deney modelimizde iskemi siiresini 8 saat olarak
belirledik. Cinku literatirde bu flebe 8 saatin Uzerinde uygulanan iskemilerde
flep yasayan oraninin dramatik olarak azalmakta oldugunu ve uygulanan
tedavinin etkisinin ciddi sekilde azaldigini diistindik (89,90).

Calismamizda iskemi-reperflizyon uygulanmayan sham grubun ile iskemi-
reperfliizyon uygulanan kontrol karsilastirildiginda, kontrol grubu iskemi-
reperflizyon hasari ile uyumlu degisiklikler gostermistir. Buna gore; kontrol
grubunda sham grubuna gore flep canhligi azalmis, Malondialdehit (MDA),
Miyeloperoksidaz (MPO) ve notrofil diizeyi artmis ve damar ¢api genisligi azalmis
olarak bulundu.

Yaptigimiz c¢alismada Amlodipin’in cilt fleplerinde gorilen iskemi
reperflizyon hasarini 6nlemede etkinligini arastirmak amaciyla gruplardaki
ratlarda yasayan flep orani hesaplandi. Buna gore ortalama yasayan flep oranlari
sham grubunda %100+0, kontrol (i/R) grubunda %27,37+23,29, tedavi grubunda
ise %81+13,14 olarak saptandi. Bu sonuglar degerlendirildiginde, Amlodipin’in
cilt fleplerinde iskemi reperfizyon hasarini 6nlemede etkili oldugu
gorilmektedir. Sonuglar istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0,05).
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Bu calismada doku morfolojisini saptamak ve Amlodipin’in nétrofiller
Uzerine etkisi olup olmadigini arastirmak igin, histopatolojik ¢alisma igin alinan
orneklerde hematoksilen-eozin  boyamasi yapildi.  Notrofillerin  iskemi
reperflizyon hasarinda lokal inflamatuar yanitin énemli bir parcasi oldugu ve
serbest radikal Uretiminde rol aldiklari gosterilmistir (9,91). Ayrica yapilan
calismalarda notrofil sayisini azaltmanin ya da nétrofil fonksiyonunu 6nlemenin,
iskemi reperfiizyon hasarini 6nemli Olglide azalttigi saptanmistir (92,93). Bu
sebeple, yaptigimiz ¢calismada Amlodipin’in iskemi reperflizyon hasarinda dnemli
rol oynayan notrofiller Uzerinde etkisi olup olmadigi arastirildi. Yapilan
histopatolojik olarak degerlendirmede kontrol grubunda (i/R), sham grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde notrofil infiltrasyonu saptandi (p<0,05).
Tedavi grubunda (i/R+Amlodipin) ise kontrol grubuna (i/R) gére notrofil sayisinin
anlamli bir sekilde azaldig goriildi (p<0,05).

Damar ¢api azalmasinin, flep kanlanmasini ve flep canlilik oranini azaltacagi
beklenir. Ancak bizim galismamizda ortalama damar ¢aplari orani sham ve tedavi
(i/R+Amlodipin) gruplarinda, kontrol grubuna gére daha yiiksek saptanmakla
birlikte Uc grup istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark bulunmadi (p=0,081). ikili grup karsilastirmalarinda ise damar caplari sham
grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml olglide yliksek
bulundu (p<0,05).

Cetinkale ve arkadaslari yaptiklari calismada, MDA ve MPO diizeylerindeki
artisin, reperfiizyon hasarina bagl oldugunu ve MDA dizeyinin artmis nekroz
oranini ve MPO dizeyinin artmis notrofil birikimini yansittigini belirtmislerdir
(94).

Serbest oksijen radikallerinin yari émdrlerinin kisa olmasi ve stabil

olamamalari nedeniyle direkt 6lcimleri mimkiin degildir. Lipit peroksidasyonun
sabit bir son Urlini olan malondialdehit (MDA), hiicre membranindaki lipidler
Uzerindeki serbest radikal etkisinin Olglilebilen kimyasal bir belirtecidir.
Hiicre zarinin hasarlanmasi ile beraber MDA ortaya cikar ve seviyelerinin
yuksekligi hicre yikimi isaret eder. Malondialdehit, dokudan hazirlanan
homojenatta 6lcilebilir. iskemi reperfiizyon olgularinda serbest radikal
aktivitesini tespit etmek icin malondialdehit kullanilabilmektedir (11,95).

Bizim calismamizda da Amlodipin verilen grupta malondialdehit degerlerinde
kontrol grubuna gore anlamh bir diisme saptandi (p<0,05). Malondialdehit
degerlerindeki bu diislis, Amlodipin’in antioksidan etkisi ile hlicre membranini
koruyup lipit oksidasyonunu 6nledigini gostermistir.
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Calismamizda notrofil birikiminin bir gostergesi olan miyeloperoksidaz
(MPO) acisindan da biyokimyasal degerlendirme yapildi. Bu sonuglara gore
kontrol grubunda (i/R) nétrofil birikimine bagl olarak MPO diizeyleri diger
gruplara goére anlamli bir sekilde yiksek bulundu (p<0,05). Sham grubu ve tedavi
grubu (i/R+Amlodipin) arasinda ise MPO diizeyleri acisindan anlamli fark
bulunmadi (p=0,208).

Bu sonuglar bize Amlodipin’in nétrofil ve miyeloperoksidaz (MPO) seviyelerini
paralel sekilde azaltarak; yani hem nétrofil birikimini hem de n6trofil
fonksiyonunu azaltarak flep yasamini artirdigini géstermektedir.

Calismamizdaki bu sonucglara paralel olarak Glingdr ve arkadaslari da yapmis
olduklari ¢alismada, bilinen antioksidan, antiinflamatuar ve antiagregan etkileri
olan Resveratrol’lin notrofil birikimini 6nleyerek rat inferior epigastrik arter cilt
ada flebinde yasam oranini arttirdigini géstermislerdir. Bu ¢alismada da bizim
calismamiza benzer sekilde sham gurunda (iskemi uygulanmayan) yasayan flep
orani % 100+0,00 iken, i/R+Resveratrol uygulanan grupta flep yasam oranlari %
99,25+1,96 olarak bulunmustur. Bizim c¢alismamizda ise i/R+Amlodipin
uygulanan grupta flep yasam orani % 81+13,14 olarak bulundu (96).

Vries ve arkadaslari yayinlamis da olduklari bir calismada iskemi-reperfiizyon
hasarinin 6nemli bir 6zelliginin nétrofil gocl oldugunu bildirmislerdir (97).

Sican perforator flep modelinde antitrombotik etkili Fondaparinux’un
iskemi-reperflizyon hasari ve flep yasayabilirligine etkisinin arastirildigi bir
calismada iskemi+ilac (Fondaparinux) uygulanan grupta ortalama flep canlilik
oranlari %91,1 * 9,9 olarak sonuglanmis iken, bizim ¢alismamizda
iskemi+Amlodipin uygulanan grupta bu oran % 81+13,14 olarak bulundu. Bu
calismada biyokimyasal parametreler olarak bizim ¢alismamizda oldugu gibi
MDA ve MPO calisiimistir fakat sonuclari itibariyle calismamizdan farklilhk arz
etmektedir. Bu calismadaki ¢ grup karsilastirildiginda MDA ve MPO degerleri
arasinda anlamli fark bulunmamistir (98).

Gurlek ve arkadaslarinin, benzer flep modeli kullanarak vyaptiklari
calismada, Melatonin kullanilarak iskemi reperfliizyon hasarina karsi serbest
radikallerden koruyucu etki ile flep canlihg arttirilmistir (antioksidan etki). Yine
bu calismada Melatonin kullanilan grupta artan flep canliliginin yaninda MDA ve
MPO duzeylerindeki disis ile bizim ¢calismamiza benzer sonuglar elde edilmistir
(99).
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Sicanlarda Melatonin ve Amlodipin’in antioksidan etkileriyle, serebral iskemi
reperfizyon kaynakli oksidatif beyin hasarina karsi koruyucu etkilerinin
arastirildigi bir calismada da bu tedavilerin uygulandigi gruplarda MDA ve MPO
seviyeleri azalmistir. Bu biyokimyasal parametreler acgisindan c¢alismamiz ile
uyumlu sonugclar elde edilmistir (100).

Bir baska calismada da rat overindeki iskemi reperflizyon deneysel modelinde
Amlodipin’in indlklenebilir Nitrik Oksit Sentaz’i azalttig1 ve Stiperoksit Dismutaz
seviyelerini ise arttirarak, biyokimyasal olarak iskemi reperflizyon hasarindan
koruyucu etkinligi gosterilmistir (8).

Tavsan ileumunda uygulanan iskemi reperflizyon modelinde de Amlodipin’in
etkileri arastirilmis ve Amlodipin uygulanan grupta serum MDA dizeylerinin
onemli 6lclide azaldigi, antioksidan etkileri olan Stperoksit Dismutaz ve GSH
(Glutatyon) seviyelerinin ise artarak iskemi reperfliizyon hasarindan koruyucu
etkileri gosterilmistir (101).

Kalsiyum kanal blokerlerinin ve antitrombositer etkili ilaglarin,
vazokonstriksiyonu onleyerek kan akimini dizenledikleri yapilan deneysel
hayvan modellerinde gosterilmistir. Bu ¢alismalara bir 6rnek olarak, fare ve
tavsanlarda olusturulan deneysel modellerde deri fleplerinde doku kaybinin
onlenmesi icin nifedipin, nimodipin, nitrendipin ve diltiazemin topikal veya
sistemik uygulamalari yapilmis ve doku kaybi olusumunda azalma oldugu tespit
edilmistir (102). Yapilan bir baska calismada ise nikotinin fare derisinde
olusturmus oldugu etkileri verapamil ve nifedipinin azalttigi ve flep sag kalimina
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde katki sagladigi gosterilmistir. Bu durum
kalsiyum kanal blokerlerinin flep ameliyati gerektiren aktif sigara icicilerinde
ameliyatlardaki komplikasyon riskini azaltabilecegini disindirmektedir (103).
Yaptigimiz bu ¢alismada kullandigimiz Amlodipin de bir kalsiyum kanal blokeri
olup hem antioksidan etkisi hem de vazokonstriksiyonu onleyici etkisi ile, bu
alanda yapilan ¢alismalara katki saglayacaktir.

Amlodipin’in diger kalsiyum kanal blokerlerine goére en spesifik avantaji
yavas etkili ve uzun aktivite stiresine sahip olmasidir. Uzun yari émri nedeniyle
kronik kullanimda plazma seviyesi ylikselir (67). Oral biyoyararlanimi diger
dihidropiridinlere gore yiiksektir. ilk geciste eliminasyona, diger DHP tiirevlerine
gore daha az ugrar. Plazma proteinlerine ylksek oranda baglanir (55).
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Calismamizda Amlodipin’in oksidatif stres parametrelerine etkisi literatiirle
uyumlu bulundu. Amlodipin’in cilt fleplerinde iskemi-reperfiizyon hasarini
onlemede etkili olabilecegi sonucuna varildi. Ancak Amlodipin’in iskemi-
reperflizyon sonrasi doku hasarini azaltma ve flep canhligini arttirmada altta
yatan tim mekanizmalarn aydinlatmak icin ileri calismalara ihtiyac
duyulmaktadir.

Ayrica uygun sartlar saglandiginda, yaptigimiz ¢calismanin immunohistokimyasal
yontemler kullanilarak da desteklenmesi, bu alanda yapilan ¢alismalara katkida
bulunacaktir.
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6.SONUC

Bu c¢alismada antioksidan etkinligi oldugu bilinen Amlodipin’in cilt
fleplerinde olusan iskemi reperfiizyon hasarina karsi etkinligi makroskobik,
mikroskobik ve biyokimyasal olarak arastirildi. Bu ¢calismada elde edilen bulgular
asagida siralanmistir:

1-Sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde uygulanan iskemi reperfiizyon
modelinde Amlodipin, yasayan flep oranlarini istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde arttirmaktadir.

2-Amlodipin, sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde uygulanan iskemi
reperfizyon modelinde oksidatif stres ve lipit peroksidasyonunun gostergesi
olan Malondialdehit(MDA) seviyelerini diisirmektedir.

3-Amlodipin, sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde uygulanan iskemi
reperflizyon modelinde notrofil akiimulasyonunu gosteren
Miyeloperoksidaz(MPO) seviyelerini disirmektedir.

4- Amlodipin, sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde uygulanan iskemi
reperfiizyon modelindeki 12 saatlik reperflizyon sonrasi alinan orneklerde
notrofil infiltrasyonunu baskilamaktadir.

5.Sican inferior epigastrik arter cilt ada flebinde uygulanan iskemi reperfiizyon
modelinde Amlodipin’in , iskemi reperfiizyon hasarina bagl damar caplari
Uzerine belirgin bir etkisi yoktur.

Bu bulgular sonucunda, baska amaclarla klinik uygulamalarda yeri olan
Amlodipin’in cilt fleplerinde iskemi-reperflizyon hasarini 6nlemede etkili
olabilecegi sonucuna varildi.
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