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I GIRIS ve AMAC

Travma, yanik, timor rezeksiyonlart vb. sonucunda olusan genis doku defektlerinin
onariminda greft uygulamalarindan, flep cerrahilerine uzanan farkli yontemler mevcuttur.
Flep, kendi dolasimina sahip olan, verici bir alandan alic1 bir bagka alana aktarilabilen doku
{initesidir." Flep, alic1 ve verici alanin 6zelliklerine gore cilt-ciltalti, kas, fasya, kemik doku
veya kompozit doku biitiinii igerebilir. Flep cerrahisinin basarisi, flep yasayabilirligine
baghdir.”® Flep dokusunun gesitli nedenlerden otiirii kismi veya tam kayiplari, cerrahi
basariy1 diisiirmekte, pansuman ihtiyacini, hastanede kalig siiresini, tedavi masraflarin1 ve

hasta morbiditesini (fizyolojik ve psikolojik) arttirmaktadir.

Pedikiilli fleplerin tanimlanmasindan sonra arastirmalar gelisiglizel kanlanan paternli
fleplerde en/boy oranin arttirmak, aksiyel paternli fleplerde daha biiyiik dokularin giivenli
aktarimi iizerine yogunlasmustir.”® Flep kayiplarini en aza indirebilmek ve flep kanlanmasini
arttirmak amaciyla cerrahi geciktirme islemi uygulanmistir. 15.yy’da Viano ailesi ®, 16.yy’da

Gaspare Tagliacozzi ’

cerrahi geciktirmenin temellerini atmislardir. Ancak geciktirme
fenomeninin etki mekanizmasinin tam olarak anlagilamamasi iizerine farkli mekanizmalar

iizerinden flep yasayabilirligini arttirmaya ve cerrahi geciktirme fenomenini taklit etmeye

yonelik birgok arastirma yapilmaktadir.®

Anjiozom Konsepti: Taylor ve Palmer 1987°de yaptiklar1 bir kadavra calismasi
sonrasinda anjiozom tanimini; bireyler arasinda fazla degisiklik gostermeyen, isimlendirilmis
bir arter tarafindan beslenen kompozit doku iinitesi olarak yapmuslardir.® Her anjiozom
arteriyozom ve venozom olarak bolgelere ayrilir ve her anjiozom komsu anjiozoma gergek
veya bogulmus (choke) anastomozlarla baglidir. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar gostermistir ki

cerrahi geciktirme islemi ile bogulmus anastomozlar, gergek anastomozlar haline gelmistir.®



Bu mekanizma farmakolojik ve mekanik ajanlar kullanarak taklit edilmeye calisiimis ve
vazodilator ajanlarla kimyasal geciktirme, diyot lazer ile kontrollii hipoksi, anjiojenik biiylime
faktorleri, oksijen radikal temizleyicileri, sok dalga terapileri flep yasayabilirligini arttirmak

amaciyla kullanilmistir.®

Botulinum Toksin Tip A ( BTx-A ): Presinaptik sinir-kas kavsaginda, asetilkolin salinimin
bloke ederek hem diiz kas hem de ¢izgili kaslarda gegici paraliziye ° ayrica presinaptik

terminalden noradrenalin saliimini engelleyerek kimyasal sempatektomiye sebep olur.'

Bu c¢aligmanin amaci damar c¢evresine ve flebe ayr1 ayr1 ve ayni anda uygulanan BTx-
A’nin meydana getirdigi sempatektomi etkisine sekonder olusan vazodilatasyonu ve bu
dilatasyona bagli farmakolojik flep geciktirilmesi etkisini saglayabilirligini degerlendirmek
ayrica BTx-A’nin flep yasayabilirligi lizerine olan etkisini arastirmak ve uygulama bolgeleri

arasindaki farklarin varligini sorgulamaktir.



II GENEL BIiLGILER

A. FLEP TANIMI VE SINIFLANDIRMASI
Flepler, vaskiiler beslenmesi korunarak, bir bolgeden baska bir bolgeye aktarilabilen
doku kisimlaridir. Viicuttaki tiim defektlerde kullanilabildikleri i¢in onarim cerrahisinde

oldukca genis bir yere sahiptir.

Fleplerin simiflandirilmasi kanlanma sekilleri, igerdikleri doku niteligi, aktarim sekilleri

ve yerlerine gore yapilabilir.'"'?

1. Kanlanma sekillerine gore

a. Random (gelisigiizel kanlanan) flep

b. Aksiyel flep

2. Icerdigi doku niteligine gore

a. Deri flepleri (kutandz)

b. Kas flepleri (miiskiiler)

c. Fasya flepleri

d. Kompozit flepler (kas-deri, fasya-deri, kas-kemik vb.)
3. Aktarim sekilleri ve yerlerine gore

A. Lokal flepler

1. [lerletme flepleri
2. Rotasyon flepleri
3. Transpozisyon flepleri



B. Uzak flepler

1. Direkt flepler
2. Tiip flepler

3. Serbest flepler
B. TARIHCE

“Flep” kelimesi, koken olarak Flemenkg¢e olan “flappe” kelimesinden tiiremis olup,
‘gevsek ve genis bir sekilde asilmis, sadece bir tarafindan tutan’anlamina gelmektedir. Flep
cerrahisinin tarihi M.O. 1000’lerde Hindistanli Kanghiara ailesinin pedikiillii alin flebini
kullanarak yaptigi burun onarmmina kadar uzanmaktadir.! Daha sonra M.O. 600’lerde
Susruta Samitanin yanak flebi ile burun onarmm yaptigi bilinmektedir.! 1597’de
Tagliacozzi yazdigir “De Curtorum Chirurgia” da koldan kaldirilan pedikiillii tiip flebi ile
burun rekonstriiksiyonunun klasik tanimini yapmustir.! Flep cerrahisinin gelisiminin hiz
kazandigr donem fleple onarim ihtiyacinin en ¢ok oldugu 1. ve 2. diinya savaslarinin
yapildigi yillardir. 20. yy’da gelisiglizel kanlanan flepler popiiler hale gelmis, bu tarz

fleplerde yasayabilirligi arttirmak amaciyla geciktirme iglemleri uygulanmstir.

1889°da Carl Manchot belirli damarlar tarafindan beslenen deri bolgeleri kavramini
yaymladi', daha sonra 1919°da Davis aksiyel, pedikiillii kas ve fasya fleplerini ve kompozit
flepleri tammladi.’ 1950 ve 1960’larda aksiyel flepler iizerine ¢ok sayida arastirmalar
yapildi.' 1963’te Goldwyn kopekte ilk serbest flebi gerceklestirdi.' 1970’lerde
Orticochea’nin bir damarin hem kas dokusunu, hem de {izerindeki deriyi besledigini rapor
etmesinden sonra kas ve kas-deri flepleri popiilarize oldu.' 1981°de Ponten’in septokiitan

perforatér damarlarin varligin bildirmesi tizerine fasyokiitan flep kavram gelisti. "'



1987°de Taylor ve Palmer “anjiozom” kavramini tanimladilar. Anjiozom, tek bir kaynak
arter tarafindan beslenen kompozit (deri,deri alti, derin doku) doku iinitesidir. Bu doku
iiniteleri arasinda ¢aplar1 degiskenlik gosteren “bogulmus” anastomotik damarlar da yine
bu arastirmacilar tarafindan tammlanmustir.'*"> Dhar ve Taylor’m yaptigi deneysel
calismada geciktirme iglemi sirasinda “bogulmus” damar dilatasyonunun kalici ve geri
doniisiimsiiz bir sekilde gerceklesip, damar capinda artigla sonuglandigl gosterilmistir.
Bunun iizerine geciktirme islemini taklit edecek farmakolojik ajanlar iizerine arastirmalar
yapilmaya baslanmis ve bu calismalar sonucunda farmakolojik geciktirme ile flep
yasayabilirliginin arttirilabildigi ve faydali etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ancak cerrahi
geciktirme flep yasayabilirligini arttirmada giiniimiizde halen en kabul edilebilir sonuglari

saglamaktadir.’

Son otuz yilda mikrocerrahi alaninda, yeterli teknik ve ekipmanlarin geligsmesi
sayesinde serbest doku aktarimlarindaki komplikasyon oranlar1 azalmis ve giderek

popiilaritesi artmistir.

C. FLEP KANLANMASI

Flep cerrahisi milattan Onceki zamanlarda baglamig olup, 20.yy’a gelene kadar bu
fleplerin neden ve nasil yasadig1 tam olarak anlagilamamis ve genellikle deneyime, belirli
en-boy oranlarina dayali gelisiglizel kanlanan flepler kullanilmistir. Bu konudaki ilk
detayli incelemeler Manchot tarafindan 1889’da yapilmis ve ilk defa deriyi besleyen
damarsal bolgeler tariflenmistir. Daha sonra dermal ve subdermal dolasim tariflenmistir.
Salmon bu konu ile ilgili ¢aligmasinda viicutta 80 adet damarsal kanlanma alanini ve bu

bolgeler arasi perforan damar baglantilarini gostermistir.'



Daniel ve Williams deri fleplerinin makrodolagiminin segmental, anastomotik ve
aksiyel damarlar olmak {iizere {i¢ kaynaktan geldigini, perforanlarin ise segmental
arterlerden dallanarak kaslar1 besledigini sOylemisler, flepleri kutandz, arteriyel ve ada
flepleri olarak smiflandirmislardir.’ Yine aym dénemde McGregor ve Morgan flepleri
gelisigiizel kanlanan ve aksiyel olarak smiflamuslardir.'’ Bazi yazarlar ise gelisigiizel
kanlanan ve kutanoz flepleri yanlis sekilde anlamsal olarak ayni sekilde kullanmis ve

tariflemislerdir."’

Daniel ve Kerrigan ada fleplerinin, arteriyel flep oldugunu bildirmigler ve bunlar1 direkt
kutan6z ve muskulokiitandz sekilde tekrar siniflamiglardir. 1980’lerde fleplerde
kanlanmanin fasyalar1 kateden damarlar tarafindan gerceklestigi anlasilinca fasyokutan
flep tanimi yapilmig ve deri dolasimi konusunda yeni terimler (aksiyel, gelisigiizel
kanlanan, direkt kutandz, muskulokutandz, fasyokutandz, septokutandz ve perforator v.b.)

ortaya ¢ikmustir, "'

Cormack ve Lamberty, anatomik, dinamik ve potansiyel alan olarak adlandirilan {ig tip
kutan6z damar alani tanimlamislardir.”'>'® Anatomik alan, tek bir damar tarafindan gevre
damarlar ile anastomoz yapmadan beslenip yasayabilen alan, dinamik alan, arteriyoler
anastomozlarda intravaskiiler basing degisiklikleri sayesinde beslenen boliimii, potansiyel
alan ise komsu bir arter alanin1 da iceren deri adasi ile birlikte yasayabilen flep alaninm
anlatir ve bu alanin yasayabilirligini arttirmak geciktirme islemi ile miimkiin olabilir. Bu
calismalarin 1s18inda bir flebin perfiizyonunu saglayan arterlerin hedeflerine {i¢ yoldan

ulasabildigi bildirilmistir(Sekil 1).'*'%"®

1. Direkt kutandz arter: Subkutan yag doku i¢inde kas ve fasyanin iistiinde cilde

paralel bulunan ve dogrudan cilde uzanan damar



2. Septukutanéz arter: Segmental veya muskulokutan6z damarlardan kéken alip
intermiiskiiler fasyadan direkt olarak cilde ulagsan damar.
3. Muskulokutan6z arter:Kas dokusu icerisinden gecerekderi ve subkutan doku

blogunu besleyen damar.

Sekil 1:

Subkutan damar ag1. A. Derin fasya B. Siiperfisiyal fasya C. Deri;

a. Kaynak arter b. Direk kutanoz arter c. Septokutandz arter d. Muskulokiitandz

arter.

(Gumener R, Montandon D: Distally based forearm fasciosubcutaneous flap:

Discussion. Plast Reconstr Surg 114(2): 397-399, 2004)
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Bu damarlar fasya, subkutan doku ve deride bes adet pleksus (fasyal, subkutan,

subdermal, dermal ve subepidermal) olusturarak kanlanmay1 saglarlar (Sekil 2).

Pleksuslar
subepidermal

dermal

Deri subdermal

subkutanoz

Subkutanéz Doku prefasval

Fasya
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4
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4
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-
-

Kas

%
e}
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TN

Muskulakutanéz Arter

Septokutanoz Arter

internal Arter

Sekil 2:

Deri dolasiminda pleksuslar(Reprinted with permissionfrom Daniel RK,
Kerrigan CL: Principles and Physiology of Skin Flap Surgery. In: McCarthy
JG (ed), Plastic Surgery. Philadelphia, WB Saunders, 1990. Vol 1, Ch 9.)

Taylor ve Palmer yaptiklar1 kadavra ve hayvan calismalari sonucunda tek bir kaynak
arter tarafindan kanlanmasi saglanan deri, deri alti ve derin dokular1 kapsayan kompozit
doku bloklar1 bulundugunu gostermis ve bunlari anjiozom olarak adlandirmiglardir. Bu
arteriyel sistemler arasinda daha kiigiik ¢apli arter ve arteriyoller araciligi ile olusan

anastomozlar mevcuttur ve baglantilara “bogulmus” damarlar denir. Bir pedikiiliin kendi
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besledigi anjiozoma ilave olarak komsu anjiozomlarin bir kismini da “bogulmus” damarlar
vasitasi ile besleyebilecegi iddia edilmisse de, McGregor’un c¢alismalarinda “fluorescein”
dagilim1 Taylor ve Palmer’in gosterdikleri alandan daha kii¢iik alanlarda olmus ve komsu
iki bolge arasinda “watershed” denilen bolge, anjiozom kenarinda tarif edilmis olan

“bogulmus” arter bolgesiyle uyusmamustir.'*"?

Makrodolasimin anatomisi flepleri tarif etmek ve tasarimini yapmak i¢in kullanilmistir.
Mikrodolasim ise hiicresel metabolizmanin(oksijenizasyon, besin dongiisii, atik geri alimzi)
gerceklestigi yerdir. Mikrodolasimi arteriyoller, kapillerler, veniiller ve arteriyovendz (A-
V) anastomozlar meydana getirir ve perfiizyonun biiyilk kismi bu yapilarda

gerceklesir'°(Sekil 3).

Pleksuslar

Subepidermal

Kapillerler ;{

Arteriyoller { Dermal

A-V Anastomozlar

-—]

-

Glomus Arteriler I Ayt -

Sekil 3:

A-V anastomozlar (Reprinted with permission from Daniel RK, Kerrigan
CL:Principles and Physiology of Skin Flap Surgery. In:McCarthy JG (ed),
Plastic Surgery. Philadelphia, WB Saunders, 1990. Vol 1, Ch 9.).



Flep yasayabilirliginde ve hemostazda endotel hiicreleri asil gorevi {istlenir, 6rnegin
Nitrik Oksit (NO) damar duvarimi etkileyen bir¢ok maddenin son mediyatoriidiir ve
endotel hiicreleri tarafindan tretilir. Deri kan akiminin kontrolii lokal ve sistemik olarak

yonetilir.

Sistemik kontrol néral ve hiimoral yolaklar1 kullanir. Noral regiilasyon, primer olarak
vazokonstriiksiyona sebep olan sempatik lifler ve deride en fazla bulunan a-adrenerjik
reseptorler yoluyla gergeklesir. B-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi vazodilatasyonla,
seratonerjik uyar1 A-V anastomozlarda vazokonstriikksiyonla sonuglanir. Bdylece
arteriyoller ve A-V anastomozlar seviyesinde damar diiz kas toniisii kontrol edilir.
Hiimoral regiilasyon sistemik vazoaktif maddelerin reseptdrleri {izerinden etkilesimi
tamimlar. Ornegin; epinefrin, norepinefrin, seratonin, tromboksan A,, prostoglandin
Faq.endotelin vazokonstriiksiyon mediyatorleri iken, prostoglandin E;, prostoglandin I,
histamin, bradikinin, l6kotrien C4 ve D4, adenozin difosfat, trombin ve NO vazodilatasyon
mediyatorleridir.Lokal kontrol metabolik ve fiziksel olarak ikiye ayrilir. Metabolik
faktorler; hipoksi, asidoz ve hiperkarbidir ve vazodilatasyona neden olurlar. Fiziksel
faktorler viskozite, hipotermi, hipertermi, miyojenik refleks doku perfiizyon basing

degisiklikleri olarak siralanabilir."'*"

NITRIiK OKSIT

Nitrik oksit (NO) son yirmi yilda tanimlanan, bir¢ok biyolojik olayda énemli rolii olan,
bir serbest radikaldir.*® 1980’lerde Furchgott ve Zawadski, organ banyosuna aldiklar1 izole
arter preparatlarinda, asetilkolinle olugturduklari relaksasyonun, endotele bagimli oldugunu

ve bu etkinin “labil bir hormonal faktor” ile saglandigini gostermislerdir. Cilinki
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asetilkolinle olusan bu gevseme, arteriyel endotel uzaklastirildiginda veya harap
edildiginde goriilmemistir.”* Bundan dolay1 bu faktor EDRF olarak adlandiriimis, ardindan
EDRF ile ilgili aragtirmalar hiz kazanmistir. Baslangicta EDRF, arasidonik asidin
lipooksijenaz kolundaki bir ara iirlin olarak degerlendirilmistir. 1987’ye gelindiginde ise,
Ignarro ve ark” ile Palmer ve ark® ayri ayr yaptiklari ¢alismalarda, EDRF'yi damar
endotelinden izole etmisler ve bu yapinin dominant kismimmin NO oldugunu tesbit

etmislerdir.

1988’de Palmer ve ark. EDREF ile ilgili yaptiklari aragtirmada, bu molekiiliin yar1
omriiniin ¢ok kisa oldugunu, aktivitesinin saniyeler i¢inde olusup, bir baska forma
doniiserek sona erdigini gérmiis ve mevcut yapmin NO olduguna dair veriler iyice
pekismistir. Yine ayni arastirmalar sirasinda, NO’nun L-argininden sentezlendigi
saptanmig ve NO sentezi reaksiyonunu gerceklestiren enzime ise NO sentaz (NOS) adi

g 2324
verilmistir.*

NO ve diger bir son iiriin olan sitriillin, argininden NOS enzimi araciligiyla
sentezlenir. Sentez icin; nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), kalmodulin,
oksijen ve dort kofaktdre (hem, flavin mononiikleotid, flavin adenin diniikleotid ve
tetrahidrobiyopterin) ihtiya¢ duymaktadir. NOS’in genetik olarak farkli {i¢ izo-formu tespit
edilmigtir. Bunlar; diisik miktarda iiretilerek vaskiiler toniisii ayarlayan bir yapisal
endoteliyal izoform (e-NOS), yine diisiik miktar {iretilen sinaptik sekillenme ve
ndrotransmisyonu diizenleyen bir yapisal noronal izoform (n-NOS) ve yiiksek miktarda
iretilerek, immiin/inflamatuar olaylarda rol alan ve hiicre aracili immiin cevapta etkili bir
yapt olan uyarilabilir form (i-NOS)'dur. n-NOS ve e-NOS izoenzimleri NO fiiretimi igin
Ca™ kalmodulin kompleksine bagimlidir, buna karsin i-NOS bundan bagimsizdir.”*°NOS

sayesinde olusan NO, oksi formundaki hemoglobulin tarafindan NO,stabil son iiriinleri

olanNO?(nitrit)'e daha sonraNO’(nitrat)'a oksitler. Doku &rneklerinden HPLC (High-
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performance liquid chromatography) yontemi ile dlciilen nitrit ve nitrat miktarlart dokuda

sentezlenen NO miktar1 hakkinda bilgi sunar.
Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri
Bunlar temel olarak iki ana gurupta incelenir.
A) Yapisal (Constitutive) NOS : ¢c-NOS.

Bu izoformun ayirict 6zelligi aktivitesinin Ca™’a (ikincil haberci olarak) bagimli
olmasidir. Bu izoform normal biyolojik sistemlerde diisiik miktardaki NO sentezinden
sorumludur. Sonug olarak ¢-NOS ilgili hiicrelerde daima mevcuttur fakat Ca™ diizeyi
yiikselinceye kadar inaktif durumdadir. Yapisal NOSun n-NOS ve e-NOS olarak

adlandirilan iki izoformu mevcuttur.

I. n-NOS kaynaklhh NO: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber baska

dokularda da tespit edilmistir.
a) Merkezi sinir sistemi;

* Santral sinir sisteminde ndromodiilator olarak gdrev yapar. Bilinen en diisiik molekiil

agirlikli organik nérotransmitterdir.”’

« Sinapslarim sekillenmesine yardimer olur.”® Koku alma **, gérme *°, agriy1 algilama *°,
P y g g

ve hafiza olusmasi ** gibi islevlerde rol oynar.
b) Periferik sinir sistemi;

« Nonadrenerjik, nonkolinerjik sistemde nérotransmitter olarak rol oynar.”*>° Solunum

fonksiyonlarmda®', penil ereksiyonda®, GIS (gastrointestinal sistem) motilitesinde™,

15



. . 4 .
mesane sfinkter islevinde®®, ve tim dokularin kan basinglarmin ve akis hizinin

diizenlenmesinde rol alir.

II. e-NOS kaynakh NO:

* Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan basincini, kan akis hizin1 ve dolayistyla kalp

, 137,1
kasilmasin1 regiile eder.””'®

cr 1 139-141
« Trombositlerin, adezyon ve agregasyonlarini inhibe eder.'

« Endotel hiicresi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkiye sahiptir.'**

B) Uyarilabilir (inducible) NOS : i-NOS.

Ik olarak endotoksin ve sitokinler (IL-1, TNF, IFN) tarafindan uyarilan makrofaj ve
karaciger hiicrelerinde tanimlanmigtir. i-NOS'un da ¢c-NOS gibi dimerik yapida ve sitozolik
bir protein oldugu, molekil agirhiginin ise 130000 dalton civarinda oldugu

bildirilmistir.”>*® Bu izoform aktivite i¢in Ca™’a bagiml degildir

Enzim indiiklendigi zaman NO iiretimi, yapisal formdaki gibi kisa slirmez, saatlerce

hatta giinlerce devam edebilir. Ozellikle non spesifik immiinitede énemli rol oynar.*%-

NOS, makrofajlarda, epitel hiicrelerinde ve damar diiz kas hiicrelerinde bulunur.’’

NO, lipofilik bir madde oldugu i¢in vaskiiler endotelden diiz kas hiicrelerine kolaylikla
diflize olarak, damar diiz kasinda “Guanilat Siklaz1” aktive eder. cGMP diizeyini arttirarak
vazodilatasyon saglar. Ayrica hiicre i¢i Ca™ diizeyini ve miyozin hafif zincirin
defosforilasyonunu azaltarak dilatasyona katkida bulunur. Endotel yiizeyindeki adezyon

(yapisma) molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek endoteli korur.
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NO, cGMP araciligiyla trombositlerin hem aggregasyonunu hem de adezyonunu inhibe
ederek trombiis olusumunu engeller. Trombiis olusmus ise, vazodilatasyonla lokal
homeostaza katkida bulunur. Plazminojene etki edip fibrinolizi arttirir. Bu etkilerinde

prostasiklin ile sinerjistik etki yapar.

Nonadrenerjik nonkolinerjik (NANK) yolaklarda NO salindig1 ve mediyator olarak rol
oynadig1 gosterilmistir. Penil ereksiyonun NANK’tan salinan NO araciligiyla oldugu

diisiiniilmektedir. NO, korpus kavernosum’daki diiz kaslar1 gevsetir.

VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

Viicutta yer alan damar ag1 ve anatomik yerlesimi besledigi dokular i¢in hayati 6nem
tasimaktadir. Yeni damar olusum mekanizmasi ise bu yapida olusan problemler sonucu
doku hasarmin onlenmesinde kilit bir rol oynamaktadir. Yeni kan damarlar1 iki yolla

olusur.

Vaskiilogenez: Embriyonik hayatta goriilen ve endotel hiicrelerinin, mezodermal
progenitor hiicrelerin olgunlagmasi ile meydana getirdigi yeni damar olusturma yoludur ve

embriyonik hayat diginda goriilmez.

Anjiogenez: Bu yolda yeni damar yapilari, mevcut damar agindan tomurcuklanarak

meydana gelirler’® ve embriyonik hayat disinda gériilen yeni damar olusum yoludur.
y y

Anjiogenez konusunda son iki dekatta yapilan detayl arastirmalar birgok bilinmeyen
soruya yanit bulunmasinit saglamistir. Cok sayida biiyliime faktoriiniin bu yolda etkili
oldugu tespit edilmistir. Biiylime faktorleri arasinda yeni damar olusumuna yliksek

seviyede etkisi oldugu tespit edilen faktoriin, VEGF oldugu tespit edilmis. VEGF 45 kDa
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agirhiginda, homodimer yapili, heparin baglama &zelligine sahip bir glikoprotein yapidir.

VEGF anjiogenezin ve damarlarin gegirgenlik 6zelliginin giiglii bir endojen uyaramdir.*

Damar gegirgenligini degistirmesi lizerine olan kuvvetli etkisinden dolay1 ‘vaskiiler
permeabilite faktorii’olarak da adlandirilan VEGF, arter, ven ve lenfatiklerden kdken almis
mikro ve makrovaskiiler endotel hiicreleri i¢in dogrudan mitojeniktir.*’ Bunun yaninda,
yara iyilesmesinde ¢ogalma evresindeki anjiyogenik etkiden sorumludur.”® Zhang ve ark.
iskemik yaralarda egzojen olarak uygulanan VEGF’in anjiogenezi uyardigi ve gerim
giiciinii arttirdigimi  gdstermistir.** VEGF’in gosterdigi bu fizyolojik etkilerin yaninda
patolojik durumlarda da rol oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle baz1 inflamatuar hastaliklarin
fizyopatolojisinde, kanser Kkitlesinin biiyiimesinde, malign karakterli tiimorlerin

metastazlarinda anjiogenezi arttirici etkisi ile sorumlu tutulmaktadir.*'*

iskemi, VEGF sentezinin en giigli uyaramdir.*® VEGF salimmmin en 6nemli
belirleyicisi hem in-vivo hem de in-vitro ortamda oksijen (PO;) basincidir. Diisiik PO, ile
karsilasildiginda VEGF-mRNA seviyesinde hizli ve geri dontigiimlii bir artis ortaya ¢ikar.
Normal doku sartlarinda VEGF’iin yar1 6mrii 30-45 dk iken, iskemik doku sartlarinda bu
siire 6-8 saate kadar uzayabilmektedir. Iskemi haricinde TGF-p, IL-1a, PGE,, ve IL-6 gibi
bir¢ok sitokin, onkogen ve biiyiime faktorii de VEGF-mRNA replikasyonunda artisa sebep

olmaktadir.¥

VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E olmak {izere 5 alt grup
proteine sahiptir. Bunlarin arasindan VEGF-A grubu, anjiogenik etkisi tiim dokular
iizerinde etkili ve en gii¢lii olan gruptur. VEGF-A grubu proteinin aminoasit dizilisine gore
121, 165, 189 ve 206 izoformlarina ayrilir. 165 izoformu tiim hiicre ve dokularda bulunan
en yaygin izoformdur. VEGF lerin segici baglanma yetenegi olan ii¢ grup reseptorii vardir.

Bunlar VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3tiir.*' Bu reseptorler en yogun olarak endotel
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hiicrelerinde bulunur. VEGF endotel hiicrelerinde bulunan bu reseptorler iizerinden etki
gosterir. Alici-reseptor baglantisi gergeklestikten sonra dogrudan mitoz buna bagli olarak
da hiicresel ¢ogalma uyarilir. Kollojenazlar ve proteazlar ile varolan mikrovaskiiler yapinin
bazal zar1 yikilir, daha sonra salgilanan kemotaktik faktorler endotel hiicrelerinin gog
etmesine kilavuzluk yapar. Endotel hiicreleri kordon seklinde yapilar olusturmak iizere bir

araya gelir, tiip ve bazal zarmn olusmasi ile yeni damar ag1 olusur.”®*°

VEGF’in dogrudan mitotik aktivitelerinin yaninda kismi olarak uyardigi nitrik oksit
sentezi ile vazodilatasyon etkisine, diger taraftan hiicre gogiinii ve apopitozisi inhibe edici
etkiye sahiptir.’ Topikal olarak uygulanan VEGF’in veniil ve kapiller endotelinde

pencereler agilmasini saglayarak damar gegirgenligini arttirdigi gosterilmistir.*

Endojen salinan VEGF’in etkilerinin daha net anlasilmasi sonucu, bu faktoriin
anjiogenik oOzelliklerinden faydalanmak iizere disaridan uygulanmasi hipotezi ortaya
atilmistir. Bu hipotezle baglayan calismalarin ¢ogu koroner arter tikanikliklarinda
miyokard perflizyonunu arttirmak icin kollateral damar olusumunu arttirmak veya iskemik
alt ekstremitelerde dolasimimn yeniden diizeltilmesini saglamak amaciyla yapilmugtir.***
Son yillarda ise disardan VEGF uygulamasi deneysel rekonstriiktif cerrahinin 6nemli bir
aragtirma konusu haline gelmistir. Ekzojen uygulanan VEGF’in bolgesel anjiogenezi

uyararak aksiyel paternli deri fleplerinin gelisigiizel kanlanan uzantilarinin sagkalimini

arttirdig1 tespit edilmistir.*

Padubidri ve Browne arter i¢ine tek doz VEGF-A 65 uygulamasinin aksiyel paternli
flebin, gelisigiizel kanlanan uzantisinda doku kaybi alanmi azalttigini, sag kalan flep

alaninm % 20 oraninda arttigmi bildirmislerdir.*’
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Disardan uygulanan VEGF’in flep prefabrikasyonunda matiirasyonu hizlandirdigr ve

tiip fleplerin damarlanmasim arttirdig: da gosterilmistir.”’

Disardan uygulanan VEGF’in anjiogenezi uyarmasmin yaninda, TNF-o, IL-1 gibi
noétrofil ve adezyon molekiillerini aktive eden, kemotaksisi uyaran bu inflamasyon baslatict
maddelerin azalmasini saglar. Bu 6zellikleri de géz oniinde tutularak VEGF’in, iskemi-
reperfiizyon(I/R) hasarin1 azaltmak amaciyla sigan grasilis kasinda akut iskemi-
reperfiizyon hasarma kars: koruyucu etkisi gosterilmis ve kullanilmistir.* Shen ve ark.
VEGF’in, serbest radikal olusumunu engelleyen ve gii¢lii vazodilatasyon saglayan nitrik

oksit (NO) iiretimini uyardigini gosterilmislerdir.”’

Plastik cerrahide kullanilan ekzojen VEGF, uygulama yolu ve dozuna bagl olarak farkli
oranlarda flep sagkalimini arttirmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda en giiglii etkinin
intravendz yolla, tekrarh sekilde ve yiiksek dozda uygulama ile saglandig bilinmektedir.”
Glinlimiizde bu uygulamanin etkilerinin kisa siireli ve gegici olmasi one siiriilerek daha
kalict ve uzun siireli bir etki elde edilebilmesi amaciyla plazmid veya viral vektorler
araciligi ile VEGF-A 165 v« VEGF-B 165 kodlari ile gerceklestirilen gen tedavileri denenmis

ve basarili sonuglar alimmistir.”

D. FLEP FiZYOLOJiSi

Flep verici yataktan kaldirilmaya baslandiginda, dokuyu besleyen dolagimin dengesi
bozulur. Flep kaldirildig1 anda sempatik innervasyonun etkinligi ortadan kalkinca kesilen
sempatik sinir u¢larindan vazokonstriiktif norotransmitterler salinir. Buna ek olarak flebi
besleyen damar baglantilarinin kesilmesi perfiizyon basincini diisiiriir ve flebin periferik
bolgelerinde iskemi meydana gelir. Iskemik kalan bdlgenin yasayabilirligi ilk 24 saat

stirecinde mikrodolagim diizeyinde olan kapiller kan akimi degisikliklerine baglidir. Flebin
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distal bolimiindeki goreceli iskemik bolgede gerceklesen metabolik desiklikler (oksijen,
glikoz ve ATP diizeylerinde azalma, karbondioksit ve laktik asit diizeylerinde artis)
meydana gelir. Anaerobik metabolizmanin devreye girmesi ile serbest oksijen
radikallerinin iiretimi artar ve doku hasarlanmasinin devam etmesine neden olan ilave

mekanizmalar ortaya ¢ikar.

Palmer ve Kerrigan isaretli mikrokiireler yardimi ile flep distalinde ortalama 6-12 saat
icinde akimim normalin % 20’sinin altina diistiigiinii gdstermislerdir.”*”> Bu flep distalinin
yasayabilirligini koruyabilmemiz icin yeterli dolasimin 6-12 saat igerisinde saglanmasi
gerektigini gosterir. Reinisch’e gore flep kaldirilirken olusan sempatik denervasyon, bu
denervasyon sonucu A-V anastomozlarda dilatasyon gelisir ve distal kapiller yataga
ulasabilen akim azalir ve nekroz ortaya ¢ikar.’® Kerrigan ve Pang antitez olarak distalde
nekroza sebep olan mekanizmanin kiiciik arteriyollerde ortaya ¢ikan vazokonstriiksiyon
oldugunu ileri siirmiislerdir.”” Cutting ise postoperatif ikinci giinden sonra fleplerde kan
akiminin artti§ini1 bunun sebebinin ise yeni damar kollaterallerinin olugmasi veya mevcut
olanlarin dilatasyonu ile aciklanabilecegini sdylemistir.”® Kerrigan, bir flebin nekroza
gitmesinde en 6nemli etkenin arteriyel yetmezlik oldugunu gostermis ve distalinde nekroz
olan akut ve geciktirilmis deney modelinde “bogulmus” damarlarda kan akiminda anlamli

bir degisiklik olmadigin1 bulmustur.”**’

Taylor 1990’I1 yillarda yaptigr kapsamli ¢aligmalar neticesinde flep kaldirildiginda

meydana gelen degisiklikleri tespit etmistir;

1. Flebin igerdigi arterlerin tiimiinde ¢ap artis1 olur.

2. “Bogulmus” damarlarda diger arterlerden fazla olarak yaklagik 2-4 kat ¢ap artis1 olur.
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3. Ik 48-72 saatte “bogulmus” damarlarin capinda artisla, bu damarlarm kas doku

hiicrelerinde say1 ve boyutlari artar.

4. Olusan dilatasyon 7. glinden sonra geri doniisiimsiiz hale gelir.

E. GECIKTiRME FENOMENI

Flep yasayabilirliginin arttirilmas1 ve nekrozlarin Oniine gecebilecek ideal yontem
arayist temel hedefi olusturmustur ve bu arayis devam etmektedir. Geciktirme fenomeni
iizerine ilk ¢aligmalar 15.yy’da Viano ailesi tarafindan pedikiillii 6n kol flebi ile burun
rekonstriiksiyonunda kullanilmistir.® Daha sonra 16.yy’da Gaspare Tagliacozzi biseps
kasinin tstiindeki deri ve cilt alt1 dokuya paralel kesiler yaparak kol fleplerinde geciktirme
islemi uygulamustir.”> 1921°de Blair “geciktirilmis flep” tammni literatiire
yerlestirmistir.">'*"” Buna ek olarak geciktirme isleminin biyokimyasal ve patofizyolojik

ozelliklerini ortaya koymaya yonelik arastirmalar yiiriitmiis ve teoriler ileri siirmiistiir.”

Erken Teoriler: Braithwaite 1950’de geciktirilmis fleplerde damar sayisinin
artmadigini, subdermal pleksustaki damarlarin genisleyip reaktif hiperemi ile dolasimi
arttirarak flep yasayabilirligini arttirdigin1  belirtmistir. Stark ve DeHaan iontoforez
yontemini kullanarak histaminin damarlanmay1 arttirdigini, fakat flep sagkalimina etkisi
olmadigini deneysel olarak gostermistir.'>'**® Velander 1964’te, geciktirmenin non-
spesifik bir inflamatuar reaksiyonun sonucu oldugunu sdylemesine ragmen 1969°’da Myers
ve Cherry bu tezi ¢liriitmiis ve bipedikiillii fleplerde merkezdeki damarlar1 koruduklarinda
daha az geciktirme etkisi oldugunu géstermis® ve hipoksinin asil etkiyi yaratan faktor
oldugunu belirtmislerdir. Daha sonra McFarlane geciktirme isleminin aslinda dokulari

16,61

iskemiye aligtirdigini, fakat bunun ikincil 6nemde oldugunu savunmustur. Boyd ve ark
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gecici hipoksinin vazodilatasyon i¢in énemli bir uyaran olmasi nedeniyle arteriyollerin
acilmasini ve kan akiminin artmasini sagladigini sdylemisler ve boylece 1990 yilinda erken

teorileri destekleyen sonuglar yaymlamuslardir."

Sempatektomi-VazodilatasyonHipotezi: Hynes tiip fleplerde yaptigi ter testine
dayandirdig1 calismasinda geciktirme mekanizmasinda sempatektominin etkili oldugunu
ve buna bagli olusan damarlanmanim etkisini vurgulamistir."*>. Hynes’in bu iddiasindan
yaklagik 20 yil sonra 1970’li yillarda sempatik sinir sisteminin damar tonusu tizerindeki
etkisi dikkat g¢ektigi i¢in geciktirme islemini saglayanin denervasyon sonrast olusan
vazodilatasyon oldugu iddiasi popiilarize olmustur.™® Finseth ve Cutting bilateral
pedikiillii sigan epigastrik flebinin bir pedikiilinii Onceden baglayarak geciktirme
yapabilmis, etki mekanizmasi olarak da denervasyon ve/veya hipoksiye bagli kalict
vazodilatasyon gelismesini gostermislerdir.”*Yine ayni arastirmacilar flep kaldirildig1 anda
sempatik sinir uclarindan saliman vazokonstriiktif transmitterler salinarak flep
beslenmesinin azaldigint daha sonra bu noérotransmitterlerin ortamda azalmasi ile
vazodilatasyonun ortaya ¢iktigini ongdrmiislerdir.”® Sican nérovaskiiler ada flebinde arter,
ven ve siniri ayri ayrt keserek yaptiklart geciktirme ¢aligmasinda en iyi flep
yasayabilirliginin her ii¢ yapinin da kesilmesi ile maksimuma ulastigini, en az faydanin ise

sadece ven baglandiginda ortaya ¢iktigini gostermislerdir.®®

Jurell 1996 yilinda yayinlamis oldugu c¢alismasinda geciktirme yapilmis ve yapilmamis
fleplerde sempatik denervasyonun etkisini arastirmak i¢in norepinefrin, ATP ve c-AMP
diizeylerini incelemis,* geciktirme uygulanan fleplerde nérotransmitterlerin kendiliginden
bosaldigini, Ozellikle norepinefrin diizeylerinin azaldigin1 ve buna baglhh olarak
vazokonstriiksiyonun azaldigim saptamustir.** Antiadrenerjik ilaglarla yaptig1 ¢alismalarla

da bu sonucunu desteklemistir.*>*
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Vazodilatatif ajanlar (isoxuprine, guanethidine, hydralazin, phenoxybenzamine, vb)
ameliyat Oncesi ve sonrasinda tedavi edilen fleplerde yasayabilirligin artmasi,
sempatektomiye bagli vazodilatasyon hipotezini desteklemistir. Fakat geciktirme
fenomeninin sempatektomiden minimum 48 saat sonra baglamasi, bu fenomenin tek basina
sempatektomi ile aciklanamayacagini ek baska mekanizmalarin da varligim

diistindiirmiistiir.®”’?

Flep icinde AV Sant Hipotezi: Reinisch 1974’te geciktirilmis arteriyel fleplerde
isaretli kan hiicreleri ve mikrokiireler kullanarak yaptigi calismada kan akimim
gbzlemlemis, sempatik denervasyonun “A-V Sant” lari, prekapiller sfinkterlerden daha ¢ok
dilate ettigi, bu nedenle flep i¢indeki kanin besleyici yataga ulasmadan “A-V Sant” lardan
gecerek dolasimi tamamladigr hipotezini ileri siirmiistiir. Geciktirme islemi sirasinda flep
kan akimiin, flep tam kaldirildigindaki kadar azalmadigini, “A-V Sant” lardaki
vazodilatasyonun da iki haftada belirgin bir tonusa ulastigini ve bu islem sonrasi flep tam

olarak kaldirildiginda distalde “sant” mekaniginin olmadigini gostermistir.” *°

Reinisch’in bu teorisinin aksine diger bazi arastirmacilarin yaptig1 calismalarda
adrenerjik sinirlerin  kesilmesinin ardindan sinir uglarindan, depolanmis olan
katekolaminlerin salindigim1 ve bunlarin aktivasyonunu engelleyecek “re-uptake”
mekanizmasi da ortadan kalktig i¢in hiperadrenerjik bir ortam olustugunu gostermisgler ve
bunun prekapiller sfinkterleri etkileyerek besleyici yataktaki akimi azalttigini

gostermislerdir.'®'3313

Kerrigan da radyoaktif mikrokiireler kullanarak, fleplerde proksimalden distale
gidildiginde kan akiminda azalma oldugunu gostermistir.”*Aym zamanda distalde A-V
anastomozlarin olmadigmi gozlemleyip distaldeki nekrozun “A-V Sant” lara bagh

olmadigini, nekrozun yetersiz kan akimma bagh oldugunu gostermistir.”* Dorion domuz
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TRAM flep modelinde mikrokiire teknigini kullanarak “denervasyon siipersensitivitesi” ve
“A-V  Sant” akiminin geciktirmeyi aciklayacak yeterli mekanizma olamayacagin
gostermislerdir. ?Akut olarak kaldirilan flepte olusan hiperadrenerjik duruma bagh
vazokonstriiksiyonun engellenmesi amaciyla bazi arastirmacilar rezerpin, 6-OH dopamin,
propanolol, guanetidine ve fentolamini peroperatifolarak kullanmiglar ve flep
yasayabilirliginin  arttigin1  iddia etmislerdir. Benzer maddeleri kullanarak ayn1
mekanizmanin uygulanabilirligini arastiran bazi ¢alismalarda ayni1 bagarili sonuglar elde

. e 4
edilememistir.'>>"*"

Neovaskiilarizasyon Hipotezi: German, Seitchik ve Kahn geciktirme islemi sonrasinda
tiip pedikiiliin uzun ekseni boyunca, kii¢ilk damarlarin uzunlamasina yeniden yerlestigini
boyut artis1 oldugunu, buna ek olarak subdermal pleksustaki arter sayisinda artig tespit
etmislerdir.! McFarlane ve ark.ayni uzunlamasma yerlesmeyi gdzlemlemesine ragmen
damar cap ve sayilarinda artis saptamamislardir.’ Muhtemel mekanizmanm hipoksiye

alistirma, flebin iskemik ortamda yasamaya hazir hale gelmesi olarak yorumlamiglardir.

Johnson, kan damarlarinin flebin uzun aksina paralel olacak sekilde yeniden
diizenlendigini, kan akimindaki artisin  ise  Once  vazodilatasyona, sonra
neovaskiilarizasyona bagli oldugunu séylemistir.”® Young, yaptig1 bir arastirmada normal
deri ile kiyaslandiginda, fleplerin distal kisminda besleyici kan akiminda azalma saptamasi,
flebin proksimalindeki A-V anastomozlarin dilatasyonuna bagli oldugu goriisiinii
desteklemis ve sonugta hipoksinin neovaskiilarizasyonun en kuvvetli uyaricis1 oldugunu

savunmustur.77

Pang ve ark geciktirilmis fleplerde ilk 6 saatte besleyici kan akiminin normalde ayni
bolgeye olan toplam kan akiminin % 10’unda daha diisiik oldugunu, daha sonra kapiller

kan akiminda 2. giiniin sonuna kadar hizli bir artig oldugunu gozlemlemis, fakat bu artigin
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sadece neovaskiilarizasyon ile agiklanamayacagini, muhtemelen ndrohiimoral maddelerin

arteriyollerde olusturdugu vazodilatasyon sonucunda gergeklestigini diisinmiislerdir.’

Bu sonuglarla geciktirmenin erken sathasinda vazokonstrilksiyona sebep olan
nérohiimoral maddelerin azalmasinin, ilerleyen safhalarinda ise lokal olarak salinan

vazodilatator maddelerin artmasinin rol oynadigim diisiinmiislerdir.>’®"

Cerrahi geciktirme yerine anjiojenik ajanlar1 kullanarak flep yasayabilirligini arttirmaya
calisan arastiricilar umut verici sonuglar almiglar ve geciktirme fenomeninin farmakolojik

olarak da saglanabilecegine yonelik umutlari arttirmiglardir,*®*

Birlestirici Teori: Geciktirme fenomeninde yukarida bahsedilen mekanizmalarin

1,16,58,67,74,75,79,85 Cutting ve

birden fazlasinin rol oynadigini savunan ¢aligmalar mevcuttur.
ark geciktirilmis arteriyel fleplerde sempatektomi, doku iskemisi ve inflamasyon
sonucunda prekapiller arteriyollerde damar diiz kasinda gevseme oldugunu, denerve olan
A-V anastomozlarin yavas kapanmasi sonucunda periferik damar direncinin arttig1 ve flep
distalindeki kan akiminda azalma oldugunu fakat geciktirme igleminin ikinci giiniinden
itibaren deri damar yapisinin diizenlendigini savunmuslardir. Geciktirme mekanizmasinda

sempatektomi, yeni kollateral damar olusumu ve mevcut damarlarin vazodilatasyonunun

birlikte i¢ ice ge¢mis rollere sahip oldugunu diisiinmiislerdir.”

Hoopes’in 6zetledigi geciktirme fenomeninin mekanizmalari (sempatektomi, damarlarin
flebin uzunlamasina eksenine paralel olarak yeniden diizenlenmesi, reaktif hiperemi,
hipoksik  kosullara aligma, nonspesifik inflamasyon) “bogulmus” damarlarin
tariflenmesinden sonra yeniden gozden gecirilmis ve geciktirme fenomeninin

mekanizmalar1 son olarak bes baslikta toplanmistir.

1. Sempatektomi sonrast damarlanmada artis,
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2. Damarlarin flebin uzun aksina paralel yeniden yerlesimi,

3. Damarlarin biiylime ve geniglemesi,
4. Hipoksiye metabolik uyum,
5. Anjiozomlar arasindaki “bogulmus” damarlarda dilatasyon (Sekil 4).
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Sekil 4:

Cerrahi geciktirme yapilmis ve yapilmamis fleplerdenekroz c¢izgisi ve “choke”
damarlardaki degisiklikler (Oklar geciktirme i¢in baglanmis olan damarlari, a,b,c ise
bir anjiozomu besleyen kaynak damarlarimi gostermekte) (Taylor GI, Corlett RJ,
Caddy CM, Zelt RG: An anatomic review of the delay phenomenon: II. Clinical
Applications. Plast Reconstr Surg 89(3): 408-418, 1992)

Glinlimiizde halen en etkin geciktirme fenomeni, cerrahi olarak saglanmaktadir, ancak
yukarida anlatilan mekanizmalarin bir ve/veya birkagini farmakolojik olarak saglayip flep

yasayabilirligini arttiracak sekilde kullanabilmek, ikinci cerrahi gerekliligi, risklerini ve
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maliyetini  azaltmak  giinimlizde  plastik  cerrahlarin  hedeflerinden  birini

olusturmaktadur,°*-5- 86
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F. BOTULINUM TOKSIN TiP-A (BTx-A)

Dr. Justinus Kerner botulinum toksin zehirlenmesini 1817 yilinda klinik olarak ilk
tanimlayan kisidir. Daha sonra Prof vanErmengen botulinum toksininin kaslarda paralizi
yaparak oliime sebep oldugunu bildirmistir ve bu toksinin kaynagi olan anaerobik sporlu
basili Bacillus botulinus olarak adlandirmis, ilerleyen zaman iginde isim degiserek
Clostridium botulinum haline gelmistir. Botulizm i¢in ilk antiserum 1897°de W. Kemper
tarafindan gelistirilmistir. Botulinum toksinin ikinci serotipi (tip B) 1910’da Leuchs
tarafindan bulunmustur. 1949°da Burgen botulinum toksinin etki mekanizmasin
tanimlamistir. 1973’de Scott tarafindan hayvanlarda test edilen nérotoksin 1978’de yapilan
pilot caligmalarin ardindan, 1989°da strabismus, hemifasyal spazm ve blefarospazm
tedavisi icin ABD’de FDA (Food and Drug Administration) onayiyla kullaniimaya
baslanmistir. Botulinum toksin tip A’nin kozmetik kullanimi ise ilk olarak Jean Carruthers

ve Alastair Carruthers tarafindan rapor edilmistir.”’

Clostridium ailesinin iki ana 6gesi, temel yap1 ve fonksiyonel 6zellikleri benzerlik
gosteren Clostridium Tetani ve Clostridium botulinum’dur. Cl. Tetani merkezi sinir
sistemi lizerine, Cl. Botulinum ise periferik sinir sistemi iizerine etkilidir. Botulinum toksin
(BTx), sporlu, gram (+), anaerob CI botulinum’un ekzotoksinidir. BTx’in A, B, C1, D, E, F

ve G olmak iizere yedi farkl serotipi bulunur.”

Botulinum sporlar1 kaynadiktan sonra bile yasamini siirdiirebilmekle beraber, serbest
toksin 80°C (176°F) ‘nin iizerinde, 10 dakikadan fazla tutuldugunda veya 7’nin iizerindeki

pH degerlerinde kolayca ortadan kaldirilabilir.”'
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Botulizmin 5 farkli klinik formu vardir.

1. Infantil (intestinal) botulizm: Basil sporlarinin yutulmas1 sonucunda bu

sporlarin kalin barsaklarda agilmasi ile olur.

2. Besin (klasik) botulizmi: Basille kontamine yiyeceklerin tiiketilmesi ile olur.
3. Yara botulizmi: Basille enfekte yarada meydana gelir.
4. Inhalasyonel botulizm: Biyolojik silah olarak kullanim sonras: literatiirde 3

olguda bildirilmistir.”!

5. Iyatrojenik botulizm: Tedavi amacli BTx uygulamasi sonrasinda blgesel veya

sistemik botulizm bulgular1 goriilmesidir. Literatiirde iki olguda bildirilmistir.”*

BTx’IN YAPISAL OZELLIKLERIi VE ETKi MEKANIiZMASI

Botulinum norotoksinleri 150 kd inaktif polipeptidler seklinde bulunup, tripsin benzeri
bakteriyel proteaz tarafindan aktif forma dontstiiriilir. 100 kd agir zincir ve 50 kd hafif
zincir, 1stya duyarh disiilfit baglariyla birarada tutulurlar. Is1 ile agir ve hafif zincirler
ayrisir ve norotoksin inaktive olur. Biitlin serotipler, periferik sinir sisteminde,
néromiiskiiler bileskenin presinaptik terminallerinden, asetilkolin serbestlestirilmesini

inhibe ederek, gevsek bir paraliziye sebep olurlar’ (Sekil 5).
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Sekil 5:

Botulinum toksin periferik sinir sisteminde reseptorlere baglandiktan sonra hiicre
icine alinarak aktive olur. Daha sonra presinaptik kavsakta asetilkolin salinimini

geri doniislimsiiz olarak engeller.

(http://www.derm.net/images/my_mode of action.jpg)
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Botulinum Toksininin yol ac¢tig1 paralizi ii¢ adimda gergeklesir.

* Baglanma: Presinaptik kolinerjik reseptorlere geri doniissiiz olarak baglanir(Sekil 6).

Sekil 6:

BTx-A presinaptik nérona baglanmis durumda

(http://www.derm.net/images/my_mode _of action.jpg)

* Hiicre icine giris: Norotoksin reseptér baglimli endositozla hiicre icine girdikten
sonra agir ve hafif zinciri baglayan disiilfit baglar1 bilinmeyen bir mekanizma ile kirtlir.
Daha sonra agir zincirin N- terminali hafif zincirin hiicre zarindan gegisine yardimei olur

(Sekil 7).

Sekil 7:

BTx-A presinaptik ndrona endositoz ile girmis durumda

(http://www.derm.net/images/my_mode_of action.jpg)

* Norotransmitter saliniminin inhibisyonu:

Asetilkolin tagiyan vezikiillerin hiicre zar1 ile birleserek, icerdigi asetilkolini
néromiiskiiler kavsaga birakmasi i¢in, hiicre i¢inde aktif SNARE kompleksinin bulunmast
gereklidir. SNARE kompleksi 3 temel yapidan olugmaktadir. “Synaptobrevin”

(VAMP=Vesicle-associated membrane protein), “SNAP-25” (25 kd synaptosome-
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associated protein) ve “Sintaksin” dir. Aktif SNARE kompleksinin varliginda, asetilkolin
tagsiyan vezikiillerin hiicre membrani ile birleserek, icerdigi asetilkolini noromiiskiiler

kavsaga veya ekrin bezlerin otonomik bosluklarina birakmasi gereklidir.

BTx’in hafif zinciri, ¢inko bagimli endopeptidaz aktivitesi ile proteolitik etkinlik
kazanarak, asetilkolin vezikiillerinin ekzositozundan sorumlu zar proteinlerini pargalar ve

asetilkolin salinimin1 engeller (Sekil 8).

Sekil 8:

BTx-A presinaptik ndronda asetilkolin salinimini bloke
etmis

durumda(http://www.derm.net/images/my_mode_of acti

on.jpg)

Her bir serotip farkli bir proteini ayirir; (Sekil 9)

Serotip A, C,ve E: SNAP-25’1

Serotip B, D, F ve G: Synaptobrevin (VAMP)’i

Serotip C: SNAP 25’1 ayirmanin yaninda primer olarak sintaksin lizerinden etkili olur.
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Sekil 9:

] Botulinum toksin serotipleri, asetilkolin salinimint SNARE reseptor
kompleksinin farkli elemanlarin1 bloke ederek engeller. (Facial Plastic Surgery

Clinics of North America 11, 2003).

]
Tx sinir-kas kavsaginda, birbirini takip eden iki asamada geri donilisiimlii denervasyon

atrofisine yol acar. Bu siire¢ 2 basamakta incelenebilir.

1. Basamak: Baslangigta, nonkollateral aksonal filizlenme meydana gelir. Bu sinir
terminalleri, motor son plak bdlgesinin ekspansiyonuna yol agar ve yeni bir ndromiiskiiler
bileskenin insa edilmesini saglarlar. Bu yeni kollateral aksonlar, 28 giinde iyilesir ve biitiin

ndral iletim yeni filizlenen aksonlar araciligiyla olur(Sekil 10A).
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2. Basamak: Orijinal ana terminaller noral gec¢isi yeniden kazanir ve yeni olusan
aksonal filizlenmelerin sinaptik fonksiyonlarinin kayb1 ve eliminasyonlar1 gézlenir. Ikinci
asama yaklagik 91 gilin sonra tamamlanir ki BTx aktivitesinin klinik kaybu ile iligkilidir

9294(Sekil 10B).

A

Sekil 10:
BTx aktivitesinin sonlanma asamalari
A.Aksonal filizlenme

B.Sinir terminallerinin yeni fonksiyonel noéromiiskiiler bileskeyi olusturmasi ve
sonrasinda yeni terminalin gerileyip, ana terminalin tekrar iglev gérmeye baslamasi

(Facial Plastic Surgery Clinics of North America 11, 2003).

BTx’IN IMMUNOLOJIK OZELLIiKLERI

BTx’e kars1 gelisen antikorlar belirgin olarak 150 kd toksine, nontoksin proteine veya
her iki segmente olmak iizere, norotoksin molekiiliiniin herhangi bir bdlgesine
baglanabilirler. Nontoksin bdliimiine karsi olusan antikorlar, klinik olarak noérotoksin

aktivitesini bozmadiklarindan  “non-nétralizan antikorlar” olarak tanimlanirlar.
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Norotoksine karsit olusan ve onun etkinligini bloke eden antikorlar ise “nétralizan
antikorlar” olarak isimlendirilir. BTx’in herhangi bir serotipini noétralize edebilen
antikorlar, diger tiplere kars etkisizdir ve bdyle bir immiin yanit olugsmasi halinde baska

bir serotipe gegilmesi uygun olacaktir.”*

Servikal distoni sebebiyle fazla sayida BTx-A enjeksiyonu yapilan hastalarin %3-5’inde
tedaviye yanitsizlik gelismistir. Notralizan antikorlarin gelisiminde en Onemli risk
faktorleri; enjeksiyonun sik araliklarla veya yliksek dozlarda uygulanmasidir. BTx-A’nin
etkili en diisiik dozunun kullanimi, enjeksiyonlar aras1 zamanin en az 8§ hafta ya da ideal
olarak 12 haftadan fazla olmasi, kisa siirede bolus enjeksiyonlardan kagiilmasi ile immiin
direng gelisimi engellenebilir.”* BTx-A preparatlarinda stabilizan ajan olarak kullanilan
insan albumini, antikor olusumunda suglanan etkenlerden en 6nemlisidir. Diisiik protein
iceriginden dolay1 Botox® kullaniminda antijenik yanit insidansi, Dysport® kullanimindan

daha diisiiktiir.”

DOZ ONERILERI VE SAKLAMA KOSULLARI

Serotipler arasinda BTx-A en sik kullanilan serotip olup, Avrupa’da Dysport® (Ipsen;
Maidenhead, UK), Neuroblock® (Elan Pharmaceuticals) ve Botox® (Allergan; Irvine,
Calif.) ticari isimleri ile bulunmaktadir. Sonradan FDA onay1 alan BTx-B ise Myobloc®

ticari adiyla satisa sunulmustur.

Bir iinite yada mouse unit (MU), periton igerisine enjeksiyon sonrasi, 18-22 gr disi
Swiss-Webster farelerinin % 50’sini oldiirebilecek doz olarak belirlenmistir.1 Botox®

{initesi, yaklasik 4 Dysport® {initesine ve 60-75 Myobloc® {initesine esdegerdir **

70 kg agirhigindaki bir kisi i¢in LDsy (median lethal dose) 2500-3000 {inite BTx olup,

spastisite tedavisi amaciyla kullanmnlan en yiiksek doz ise 400 iinitedir.”*”’ Yiizde mimik
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kirisikliklar icin kullamlan en yiiksek Botox® dozu, her bir seans i¢in 60 iinitedir.”®
Botulinum toksinin tedavi edici doz araligi olduk¢a genistir ve sistemik toksisite olasiligt
cok diisiiktiir.”* Ancak kaza ile zehirlenme yada yiiksek doza maruz kalimasi durumunda,
24 saat iginde antitoksin verilmesi gerekmektedir.”” Yiiz bolgesinde BTx-A
uygulamalarinda, hayati tehdit eden allerjik ya da iirtikeryal reaksiyonlar bildirilmemistir.
Yapilan insan ve hayvan g¢alismalarinda, uzun dénemde, immunojenik, karsinojenik ve

diger potansiyel zararli yan etkiler tespit edilmemistir.””

En sik kullanilan BTx preperatlarindan Botox® -5 °C, Dysport® + 2-8 °C’de
saklanmaktadir. Sulandirildiktan sonra her ikisi de + 2-8 °C’de aseptik sartlarda
korunmalidir. Sulandirilan Dysport® preparatlarinin 8 saat i¢inde tiiketilmesi Onerilir.
+4°C’de saklanan sulandirilmis Botox® preparatlarinin aktivitesi 1.giiniin sonunda %90-
100, 3. giin % 70-80, 7. gin % 40-50, 14. ginde minimal olarak bulunmustur.”®
Sulandirilmig Botox® flakonlarinin tekrar dondurulmasinin, toksin aktivitesini korumada
bir avantajinin olmadig1 goriilmiis ve +4°C’de 24 saatten az saklanmasinin en uygun
oldugu kabul edilmistir. 2007 yilinda Elmas ve ark. yaptigi1 calismada, iki hafta siire ile
+4°C’de saklanan Botox®’un etkileri, yeni sulandirilmis Botox®’un etkileri ile elektron
mikroskobik olarak kiyaslanmig ve beklemis Botox®’un, yeni sulandirilmis Botox® ile

ayni  etkileri  olusturabildigi,ancak  etki siiresinin  kisaldign  gosterilmistir.'®
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SICANLARDA UYGULANABILECEK BTx-A DOZLARI VE ETKI SURESI

Aoki 2002 yilinda farelerde yaptigi calismada BTx-A’nin maksimum kas paralizisi
olusturan dozu 29 {inite/kg etki siiresini 36 giin olarak, hayvanlarin % 50’sini 6ldiiren

dozun 81,4 iinite/kg oldugunu bildirmistir.'"!

Clemens ve ark. 2009 yilinda yaptig1 bir calismada sigcanlarda femoral bolgede

perivaskiiler etki i¢in 10 {inite BTx-A’nin uygulanabilecegini bildirmislerdir.'"*

Kim ve ark. 2008 yilinda gelisigiizel kanlanan patern flep yasayabilirligini arttirmay1
hedefledikleri ¢alismada flep i¢ine uygulanacak doz araliginin 0,5-2,5 iinite (en optimal

uygun 1,5 {inite) arasinda oldugunu bildirmislerdir.'”

Kemirgenlerde BTx-A enjeksiyonu sonrasi, etkinin 24. saat i¢cinde bagladig1 ve 4-6 hafta

etkinin devam ettigi belirtilmistir.'™

TEDAVI ENDIKASYONLARI VE YENi UYGULAMALAR

BTx-A; blefarospazm, spazmodik tortikollis, ekstremite distonisi, disfoni, hemifasyal
spazm, serebral palsi, spastik dipleji, esansiyel bas tremoru, distonik tikler, gerilim tipi bas
agrisi, tenisci dirsegi, palatal myoklonus, kekeleme, pelvi-rektal spazmlar ve nistagmus
gibi norolojik ve oftalmik endikasyonlarla kullanilmakla beraber, yiizdeki mimik
kirigikliklarin  giderilmesi  amaciyla  kozmetik alaninda da  1990°dan  beri

kullanilmaktadir.'®

Son zamanlarda, hiperhidrozis, hipersiyalore, Frey’s sendromu, fasyal asimetriler,

platismal bantlarin tedavisinde de kullanilmaktadir.'**'%®
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Subpektoral implant yerlestirilmesini takiben pektoral kas spazmini 6nlemek i¢in BTx-
A uygulanmis ve hastalarin ameliyat sonrast donemi agrisiz gecirmesi, elde edilen
kozmetik sonucun daha iyi olmasi, geri doniisiimlii bir denervasyona sebep olmasindan
dolay1 bu ydntemin, nérektomiye tercih edilebilecegi ifade edilmistir.'”''® Ayrica BTx-A
pektoral adaledeki kasilmalarin protez iizerine yaptigi cekintilerin 6nlenmesi amaciyla

kullanilmis ve basarili sonuglar alinmustir.'"!

Yiizdeki skarlarin genislemesinin Onlenmesi amaciyla yara dudaklarina BTx-A

112,113

enjeksiyonunun yara iyilesmesinde ve hipertrofik skar olusumunun 6nlenmesinde

faydali oldugu bildirilmistir.'"

BTx-A fleksor tendon onarimi yapilmis hastalarin kas origolarina uygulanmis ve tendon

riiptiirii oranlarmin azaldig: bildirilmistir.'"

BTx-A vazospastik hastaliklarmn  tedavisinde kullanilmaya baslanmistir.''*'"®

Neumastier ve ark. Raynaud Fenomeni tanisi ile takip edilen 19 hastanin avug iglerinde
damar-sinir pedikiillerin gececegi alanlara etki edecek sekilde BTx-A uygulanmislar ve
sonucunda tek doz uygulamayla hastalarin 15’inde agrilarinin azaldigi ve parmak

dolagiminin arttigin bildirmisler.''®

O’Reilly ve ark. 2005 yilinda aksiller hidradenit tedavisinde BTx-A kullanimi
sonrasinda bolgesel lezyonlarin kayboldugunu ve 10 aylik siirecte rekiirrens gormediklerini

bildirmisler."”

Celik ve ark. 2006 yilinda sican pektoral kas flebinde yaptiklari ¢alismada cerrahi
denervasyon ve BTx-A ile yapilan kimyasal denervasyonun kas stabilizasyonu iizerine

olan etkilerini aragtirmislar. Sonugta iki yontemin de kas stabilizasyonu sagladigini,
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denervasyon yapilan grupta daha fazla olmak {iizere kaslarda atrofi gorildiigiinii

belirtmisler.'*

Arnold ve ark. 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda BTx-A uygulamsinin si¢an
deri fleplerinde, sagkalimi arttirdigini belirtmislerdir. Ayrica perivaskiiler uygulanan 5
iinite BTx-A sonrasi 1., 14. ve 28. giinlerde damar caplarini 6lgmiisler ve tiim Ol¢timlerde
arter ve ven c¢aplarinin anlamli sekilde arttigini tespit etmisler. Bu artisin 14. giinde

maksimum seviyede oldugunu bildirmislerdir.'"-'**

Clemens ve ark. 2009 yilinda BTx-A’nin sigan femoral damar c¢aplari ve yapilan
anastomozlarin bagarisina etkilerini incelemisler. Bu amacla cerrahiden 5 giin 6nce
perivaskiiler 10 {linite BTx-A uygulamislar. Cerrahi sirasinda yaptiklart 6l¢glimlerde BTx-A
yapilan grupta damarlarin, kontrol grubuna gore anlamli sekilde biiyliik oldugunu
gormiisler. Damarlar kesilip anastomoz yapildiginda BTx-A yapilan tarafta anastomozlarin
daha hizli ve kolay yapildig1 ayrica cerrahi sonrasi trombozlarin daha az gorildigi

bildirilmistir.'*

BTx-A ile gelisiglizel kanlanan fleplerin sag kaliminin arttirilmasi ile ilgili iki yaym
bulunmaktadir. Yildirim ve ark. sicanlarin sirtinda hazirlanan gelisigiizel kanlanan fleplere
8 noktadan toplam 2,5 {inite BTx-A uygulamislar ve flep sagkalimini arttirdiklarini
bildirmislerdir."** Kim ve ark. ise 2009 yilinda yaymlanan makalelerinde siganlarin sirtinda
hazirlanan gelisigiizel kanlanan flebe 1,5 {inite BTx-A yaptiklarint ve flep sagkaliminm

arttirdiklarini bildirmistir.'*

ILAC ETKILESIMLERI

Sinir-kas kavsaginda norotransmitter gecisini  engelleyen ilaglar BTx-A ile

etkilesebilirler. Aminoglikozidler —(Gentamisin), siklosporin, D-penisilamin, kas
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gevseticiler (kiirar tipi non-depolarizan blokdrler, siiksinilkolin), aminokinolonlar, kinidin,
magnezyum siilfat, linkozamid BTx-A’nin etkisini degistirebilen ilaclardir. Bunlarin ¢ogu
néromiiskiiler gecis iizerine intrinsik inhibitdr etkiye sahip olduklarindan, BTx-A’nin
etkinligini arttirirlar. Aminoglikozidler yiiksek dozda sinir-kas kavsaginda asetilkolinin
salimimin1  Onleyebilirler ve botulizm benzeri klinik bir duruma neden olabilirler.
Siklosporin, néromiiskiiler blokaja ikincil kas gligsiizliigiinii uyarabilir, literatiirde bir
olguda solunum yetmezligi goriilmiistiir.”® D-penisilamin kullanimma bagli romatoid
artritli hastalarin bir kisminda, asetilkoline kars1 antikor olustugu tespit edilmistir. Bu hasta
grubunda myasteniya gravisli olgulardakine benzer kas gii¢siizliigli tespit edilmistir. Bu
etkilerin tersine klorokin ve hidroklorokin gibi aminokinolonlar, hiicre i¢inde BTx-A ile

etkilesime girerek, aktivitesini inhibe edebilir.'*

BOLGESEL YAN ETKILER

Enjeksiyon sahasinda agri, 6dem, ekimoz siklikla uygulama teknigi ile ilgili olup yan
etki olarak degerlendirilemezler. BTx-A enjeksiyonlarindan sonra, bas agrilari, kuru agiz,
grip benzeri (flu-like) tablo goriilebilir. Hastanin uygulama oOncesi bu konularda
bilgilendirilmesi 6nemlidir. Aspirin, antikoagiilan, NSAII, E vitamini, ginseng, ginkgo ve
yiiksek doz sarimsak gibi bitkisel ilaglar petesiyal kanamalarin oranini arttirmaktadir.
Petesilerin olusumu, 30 gauge igne kullanimi, ignenin sik araliklarla yenilenmesi,
oncesinde ve sonrasinda soguk uygulanmasi ve enjeksiyonun intradermal yapilmasi ile
azaltilabilir. Uygulama oncesi topikal anesteziklerin uygulanmasienjeksiyonun daha az
agriliolmasi saglar. Enjeksiyon sirasinda meydana gelen damar yaralanmalari, kompresyon

ile durdurulmalidir.

Uygulama bolgesinde goriilebilen gecici hiperestezi, enjeksiyon travmasi ve/veya BTx-

A’nin lokalize antinosiseptif etkisi ile agiklanabilir. Enjeksiyon sonrasi enfeksiyon hemen
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hi¢ olmamakla beraber literatiirde BTx-A enjeksiyonu sonrasi bir olguda viicudunda
psoriyazis benzeri dokiintiiler meydana gelen ve bes ay sonra kendiliginden diizelen bir

olgu bildirilmistir.

Enjeksiyon sonrasi ter bezi aktivitesinin de bloke olmasina bagl deride kuruma ve
pullanma da BTx-A tedavisi sonrasi gelisebilir. Nemlendiricilerin kullanimi ile bu belirtiler
tedavi edilebilir. Siklikla gerilim tipi bag agrilarinda ve migren tedavisinde kullaniimakla
birlikte, enjeksiyon sonrasi nadiren gegici bas agrisina goriilebilir. Bu bas agrisinin nedeni
enjeksiyon sirasinda ignenin periosta ulagmasi, kas enjeksiyonuna bagli lokalize hematom,
enjeksiyon stresi olarak agiklanmaktadir. Siklikla birkag¢ saat siirer ancak nadiren 2 giine

uzayabilir.'*

SISTEMIK YAN ETKIiLERI

BTx-A’nin etkisinin en yogun oldugu yer enjeksiyon alanidir. Bunun yaninda bu
norotoksinin kiigiik miktarlar1 ¢evre dokulara veya sistemik dolagima gegebilir. Bu
bolgesel ya da sistemik etkiler siklikla, tekrarlayan yiiksek doz BTx-A uygulamalari
sonucu ortaya ¢ikmasina karsin, blefarospazm tedavisi i¢in diisitk doz BTx-A uygulanan
hastalarda da gozlenmistir.'*® Enjeksiyon sahasindan uzaktaki adale dokusundaki etkiler,
tek-lif EMG calismalari ile gosterilebilir.'>” BTx-A’ya kars1 antikor gelismesi durumunda
etki azalir ki bu immiin cevap ilk birka¢ yil i¢cinde goriiliir. Uygulamadan sonraki dort yil
icinde immiin yanit gelismemesi halinde daha sonradan boyle bir cevap olusma olasilig1
cok diisiiktiir. Herhangi bir sekilde BTx-A’ya kars1 direng goriilirse BTx-B ile tedaviye

devam edilebilir.'?’
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G. SICAN KARIN FLEBININ ANATOMISI

Stiperfisiyal epigastrik damarlar siganda karin derisinin kanlanmasini saglayan ana
damarlardir. Siiperfisiyal epigastrik damarlar iki tarafli korundugu zaman tiim karin derisi
beslenebilir, tek tarafli baglandiginda ise baglanan taraftaki karin derisinin dolagimi,
saglam taraftaki damara bagimli hale gelir. Tiim karin derisi tek damar iizerinde flep
seklinde hazirlandiginda, damar1 baglanmis olan tarafta flep lateralinde doku Olimii
goriiliir. Bu ozelliklerinden dolay1 siiperfisiyal epigastrik damarlarin besledigi hazirlanan
flepler, flep dolasiminin, geciktirme fenomeninin ya da flep sagkalim arttirilmasi

calismalarinda kullanilabilir bir model segenegidir. '**'*

1978 yilinda “geciktirme fenomeni” ¢alismalari i¢in Finseth ve Cutting "*° tarafindan 9
x 9 cm boyutunda tariflenmis; fakat deneklerin boyut ve agirliklarina gore her zaman bu
boyuta ulasilamamaktadir. Bu yiizden standart anatomik referans noktalar1 flep dizayni i¢in
tariflenmistir.'” Bu noktalar yan tarafta koltukalt: cizgileri, yukarida kaburga kavsi,

asagida inguinal ligaman tarafindan olusturulan dikdortgen sekilli deri alanidir(Sekil 11).

Flebin her iki dikey ve yukari kenarlar1 karin duvari kaslarmma kadar, pannikulus
karnozus dokusunu da flebe dahil edecek sekilde kesildikten sonra agagidaki sinira kadar
diseksiyon makas yardimi ile devam edilir. Kesilecek veya baglanacak siiperfisiyal
epigastrik damarin oldugu tarafta inguinal yag yastigindan ¢ikarak flebe giden damar
rahatlikla tespit edilir ve kesilir. Asagidaki deri adasinin kalan kismi makas yardimi

damarlara zarar vermeyecek sekilde kesilebilir.
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Sekil 11:

Karin flebi ve sag inguinal bolgeden flebe giren siiperfisiyal epigastrik damarlarin
sematik goriiniimii (Bayramicli M: Deneysel flep modelleri: Deri flepleri. In:

Deneysel Mikrocerrahi, Editor: Bayramigli M, Argos, Istanbul 2005, 443-489).

Cesitli calismalarda nekroz alanlari farkli bulundugu i¢in 1997°de Padubidri ve Brown
damar anatomisini yakindan inceleyip sliperfisiyal epigastrik damarin lateral dalinin
baglanmasi halinde ortalama % 30, lateral dalin korunmasi halinde ortalama % 13,5
oraninda flepte doku 6limii ortaya ¢iktigimi gostermislerdir’®'(Sekil 12). Bu damar
anatomisinin iyi anlagilmasi ile flep damarlarimin uygun diseksiyonu sayesinde standart

flepler olusturmak miimkiin hale gelmistir132 (Sekil 13).
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Sekil 12:

Flep tek pedikiil lizerinde kaldirildiginda kontralateral kraniyal kismi gelisigiizel
kanlanan bir uzanti halini alir. Bu nedenle bu bolgenin lateralinde, siiperfisiyal
epigastrik arterin lateral dali flebe dahil edilmediginde %30 (a) ve dahil edildiginde
%13,5 (b) oraninda nekroz beklenir (Bayramig¢li M: Deneysel flep modelleri: Deri
flepleri. In: In: Deneysel Mikrocerrahi, Editor: Bayrami¢li M, Argos, Istanbul 2005,
443-4809).
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Sekil 13:
Sag siiperfisiyal epigastrik damar {izerinde kaldirilan epigastrik flebin

gecis zonu ve flebin random uzantist goriilmekte.

Tek damar iizerinde kaldirilan fleplerde doku 6liimii sinirlar1 ortalama 5-7 giin icinde
belirgin hale gelmektedir bu nedenle flep c¢alismalarinda cerrahi sonrasi takip siiresi

genellikle yedi giin olup, doku 6liimii yiizdesi bu siire sonunda hesaplanmalidir.”!

Bu arastirmanin amaci tek pedikiil iizerinde kaldirilan sigan karin flebinde, pedikiil
cevresine, flep icine ve hem damar ¢evresi hem de flep igine BTx-A uygulamasinin, flep
sagkalimina etkisi ve eger etkisi varsa bu etkinin mekanizmasini aragtirmak ve tartigmaktir.
BTx-A’nin sempatektomi etkisi ile damar duvarinda yer alan diiz kaslarda paralizi
meydana gelir ve paralizi sonucu vazodilatasyon ortaya ¢ikar. Calismanin cerrahi kismi

yapilmadan 3 giin 6nce damar g¢evresine uygulanan BTx-A’nin arteriyol yapisindaki bu
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damarda yeralan diiz kas1 bloke ederek farmakolojik olarak flep geciktirmesi yapabilecegi
ve flep kaldirildig1 anda kesilen sinir uglarindan salinin norotransmittterler ile meydana
gelen akut vazokonstriiksiyondan, damar1 ve dolayist ile flebi koruyabilecegi hipotezi

kuruldu.

Yine diger bir ¢aligma grubunda cerrahi 6ncesi 3. giinde, BTx-A flep i¢inde ¢ok noktali
uygulanarak kapiller diizeyde ve bogulmus anastomozlarda ayni sekilde vazodilatasyon
yaparak farmakoloji flep geciktirmesi yapabilecegi ve yine flep kaldirildigi anda kesilen
sinir uclarindan salinan noérotransmittterler ile meydana gelen akut vazokonstriikksiyondan
flebi koruyabilecegi hipotezi kuruldu. Ancak flep i¢inde diiz kas yapisi igeren damar
iceriginin az olmast BTx-A’nin etkisinin damar g¢evresindeki uygulama kadar etkili
olamayacag diisiiniildii. Ayrica literatiirdeki yayinlarda damar g¢evresine ve flep igine
BTx-A uygulamasi ile flep yasayabilirliginin arttirildigi gosterilmis ancak karsilagtirmali

bir ¢alisma yapilmamastir.

Calismanin diger bir ¢aligma grubunda ise BTx-A’nin hem damar ¢evresine hem de flep
icine uygulanmasinin, flep yasayabilirligine ayr1 ayr1 uygulamalara gore daha fazla miisbet

etkisinin olabilecegi diisiiniildii.
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III GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, Gazi Universitesi Rektrliigii Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanligi’nin
onay1 alinarak, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismada, agriliklar1 300-350 gr arasinda degisen,
7 calisma grubunda 42 adet Wistar Albino tipi erkek sican kullanildi. Siganlar c¢alisma
siiresince uygun kafeslerde, 22 + 2° C 1s1da ve 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik dongiisiiniin
saglandig1 kosullarda barindirildi. Deneklerin beslenme ihtiyaglari standart laboratuar yemi ve

suyu verilerek diizenli olarak karsilandi.

Tiim cerrahi islemler % 10’luk ketamin HCL (50mg/kg- Alfamine® - IM) ve ksilazin HCL
(2,5mg/kg- Rompun® - IM) anestezisi altinda, kornea refleksi ve ekstremite ¢ekme yaniti
kaybolduktan sonra abdomen boélgesindeki tiiyleri elektrikli tras makinesi ile trag edilerek
temizlendi. Islemler ayni cerrah tarafindan steril kosullarda gerceklestirildi. Cerrahi islem
sonrast otokannibalizasyonu (kendi kendilerini yeme) engellemek amaciyla setanet file
pansuman yontemi kullanildi ve hayvanlar tek tek kafeslere konuldu. Deneklerin agrilarini
azaltmak amaciyla liizum halinde fluniksin (1 mg/kg - Fluvil®-IM) enjeksiyonu uygulandi.
Deneklerde cerrahiye sekonder yara yeri enfeksiyonu goriilmez iken denek kaybi ve
otokannibalizasyon sebebi ile ¢aligma dis1 birakilan deneklerin yerine ayn1 standartlara uygun
yeni denekler eklenerek gruplarin sayisal esitligi saglandi. Beslenme problemi oldugu tespit

edilen denekler gavaj ile beslenerek idameleri saglandi.
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BOTULINUM TOKSIN TiP A’NIN HAZIRLANISI

Soguk zincir korunarak laboratuara ulastirilan 100 inite BTx-A iceren Botox"
(Allergan,INC) flakonu steril sartlarda oda 1sisinda 2.0 cc serum fizyolojik ile sulandirildi.
0.01 mI’sinde 0,5 iinite BTx-A olacak sekilde 0.5 ml lik 30 gauge enjektorlere, enjeksiyon
bolgesine uygulanacak doz hesabina gore c¢ekildi. BTx-A c¢ekili enjektorler enjeksiyon

yapilacak zamana kadar + 4 °C’de bekletildi.

CALISMA GRUPLARI

Her Grup I¢in Standart Uygulamalar

Deneklere; % 10’luk ketamin HCL (50mg/kg- Alfamine® - IM) ve ksilazin HCL
(2,5mg/kg- Rompun® - IM) ile anestezi uygulandi. Karin ve kasik bolgeleri tras edildikten
sonra sirtiistii pozisyonda tespit yapildi (Sekil 14-A).Cerrahi alan %10’luk povidon iyot
soliisyonu ile dezenfekte edildi ve steril olarak ortiildii.Flep her denekte yukarida tariflendigi
sekilde anatomik referans noktalarina gore sinirlar ¢izildi ve flep 12 esit parcaya ayrilarak

cam kalemi ile isaretlendi (Sekil 14-B).

Grup 1(Sham)

Grup 2(Damar ¢evresine SF enjeksiyonu)

Grup 3(Damar ¢evresine BTx-A enjeksiyonu)

Grup 4(Flebe SF enjeksiyonu)

Grup 5(Flebe BTx-A enjeksiyonu)

Grup 6(Damar ¢evresine ve flebe SF enjeksiyonu)
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Grup 7(Damar ¢evresine ve flebe BTx-A enjeksiyonu)

i 4

Sekil 14- A ve B:
A. Denek anestezi sonrasi sirtiistii tespit edildi.

B. Anatomik referans noktalarina gore flep sinirlar1 belirlendi daha sonraflep 12

esit pargaya boliinerek isaretlendi.

Grup 1 (Sham) n=6
0. Giin: Herhangi bir islem uygulanmadi

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil {izerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi (Sekil 15) ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve
distalinden kan akim miktar1 6l¢iildii.(Sekil 16) Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi.

Flebin dort noktasindan biyopsiler alindi (Sekil 17-A).Biyopsi alanlar1 da 3/0 prolen ile
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dikildi (Sekil 17-B).Deneklerin flebe zarar vermemeleri i¢in setanet file pansumani yapildi

(Sekil 18).

10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik olgiimle dijital makine ile cekildi(Sekil 15).
Flepten 3.giinde alinan biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin
proksimal ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagl toplam

4 biyopsi alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.

Sekil 15 :

Flep tek damar tizerinde kaldirildiktan sonra
kraniyalinden g¢evrilerek pannikulus karnozus

tabakas1 yukar1 bakacak sekilde tespit edildi.
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Sekil 16 :

Karin flebi tek damar iizerinde kaldirildiktan ve damarda gerilim yaratmayacak sekilde
ters cevrilip tespit edildikten sonra lazer doppler flowmetre ile sirasiyla siiperfisiyal

epigastrik damar, flep proksimali ve distalindeki kan akimi1 probe yardimi ile 6l¢iildii.

Sekil 17- A ve B
Olgiimleri yapildiktan sonra flep yerine dikildi.
A: Onceden belirlenmis olan biyopsi noktalarindan érnekler alind.

B: Biyosi alanlar1 da primer dikildi.



Sekil 18

Cerrahi islemlerden sonra deneklerin kendilerine veya fleplerine zarar

vermemeleri i¢in setanet file pansuman yontemi kullanildi.

Grup 2 (Damar c¢evresine SF enjeksiyonu) n=6

0. Giin: Sag siiperfisiyal epigastrik damar ¢evresine 0.2 ml SF enjeksiyonu yapildi(Sekil

19).

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil {izerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 dl¢iildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.

10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik o6l¢iimle dijital makine ile c¢ekildi. Flepten

3.glinde alinan biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
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ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kani alinarak sakrifiye edildi (Sekil 20).

Sekil 19:

Denek anestezi altinda sirtiistii yatar pozisyonda tespit edildikten sonra
palpasyonla femoral damar pulsasyonu tespit edildi ve damar ¢evresi enjeksiyonlar

yapildi.

Sekil 20:

Calismanin tamamlandigi 10. giinde denek
anestezi altinda iken sabit yiikseklikten,
aynt fotograf makinasi ile fotograflar
yanlarinda 6l¢tim amagli metre kullanilarak

gerceklestirildi.




Grup 3 (Damar c¢evresine BTx-A enjeksiyonu) n=6

0. Giin: Sag siiperfisiyal epigastrik damar ¢evresine 0.2 ml(10 iinite) BTx-Aenjeksiyonu

yapildi.

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil {lizerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 dl¢iildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.

10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik Ol¢iimle dijital makine ile ¢ekildi. Flepten
3.glinde alinan biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.

Grup 4 (Flebe SF enjeksiyonu) n=6

0. Giin: 12 esit par¢aya ayrilmig olan flebin her bir pargasina 0.02 ml SF enjeksiyonu

yapildi(Sekil 21).

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil lizerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 6l¢iildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.
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10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik Ol¢iimle dijital makine ile ¢ekildi. Flepten
3.glinde alian biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.

Sekil 21:

Denek anestezi altinda sirtiistii yatar pozisyonda
tespit edildikten sonra 12 esit parcaya ayrilmis
flebin her bir pargasina intradermal enjeksiyonlar

yapildi.

Grup 5 (Flebe BTx-A enjeksiyonu) n=6

0. Giin: 12 esit pargaya ayrilmis olan flebin her bir parcasina 0.02 ml(1 iinite) BTx-A

enjeksiyonu yapildu.

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil {izerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 dl¢iildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.
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10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik Ol¢iimle dijital makine ile c¢ekildi. Flepten
3.glinde alian biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.

Grup 6 (Damar c¢evresine ve flebe SF enjeksiyonu) n=6

0. Giin: Sag siiperfisiyal epigastrik damar cevresine 0.2 ml SF ve 12 esit parcaya

ayrilmis olan flebin her bir parcasina 0.02 ml SF enjeksiyonu yapildi.

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil tlizerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin
fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 dl¢lildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.

10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik Ol¢iimle dijital makine ile c¢ekildi. Flepten
3.glinde alinan biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.

Grup 7 (Damar ¢evresine ve flebe BTx-A enjeksiyonu) n=6

0. Giin: Sag siiperfisiyal epigastrik damar ¢evresine 0.2 ml(10 iinite) BTx-A ve 12 esit

pargaya ayrilmis olan flebin her bir pargasina 0.02 ml(1 tinite) BTx-A enjeksiyonu yapildi.

3. Giin: Karin flebi sag pedikiil lizerinde, kraniyalden kaudale dogru, karin kaslarinin

fasyasi tizerinden pannikulus karnozusu da dahil edecek sekilde kaldirildi. Ters g¢evrilerek
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tespit edildi ve lazer doppler flowmetri ile pedikiilden, flebin proksimal ve distalinden kan
akim miktar1 dl¢iildi. Flep yerine 3/0 prolen dikis ile tespit edildi. Flebin dort noktasindan
biyopsiler alindi. Biyopsi alanlart da 3/0 prolen ile dikildi. Deneklerin flebe zarar vermemeleri

icin setanet file pansumani yapildu.

10. Giin: Karin flebinin fotografi metrik Ol¢iimle dijital makine ile ¢ekildi. Flepten
3.glinde alian biyopsi noktalarinin yan taraflarindan 4 adet biyopsi alindi. Flebin proksimal
ve distal kismindan elektron mikroskobik inceleme ve genetik analiz amagli toplam 4 biyopsi

alind1 ve denek intrakardiyak enjeksiyonla kan1 alinarak sakrifiye edildi.
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DEGERLENDIRME YONTEMLERI

A. GENEL DEGERLENDIRME

Deneysel arastirmaya dahil edilen hayvanlarda arastirma siiresince olusan genel
degisiklikler giinliik olarak gozlendi. Deneklerin agrilarini azaltmak amaciyla lizum halinde
fluniksin ~ (1mg/kg-Fluvil®-IM)  enjeksiyonu  uygulandi.  Cerrahi islem  sonrasi
otokannibalizasyonu (kendi kendilerini yemeleri) engellemek amaciyla setanet file pansumant

bozulan fileler diizeltildi veya yenilendi.

B. FLEP NEKROZ ALAN OLCUMU

Tiim gruplarda cerrahiden sonraki 7. giinde nekroz alanlar1 degerlendirildi. Degerlendirme
icin denekler sakrifiye edilmeden once sirtiistii pozisyonda tespit edildi. Daha sonra standart
yiikseklikten ve standart yontem kullanilarak dijital fotograf makinesi (DSLR D500, Canon
Inc, Japonya) araciligiyla, deneklerin yanlarma bir cetvel konularak fotograflari gekildi.
Cekilen fotograflar bilgisayara aktarildi ve Image Tool 3.0 programi kullanilarak, tiim flep
alani, nekrotik alan ve sagkalan flep alani 6l¢iildii. Yara iyilesmesi ve nekroza bagli olusan

flep kontraksiyonu nedeniyle nekroz alaninin, tiim flep alanina olan yiizdesi 6l¢iildii.

C. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Tiim gruplarda cerrahinin yapildigi 3. giin ve ¢alismanin sonlandirildigr 10. giinde flep
distalinden ve proksimalinden birer adet 1 cm biiyiikliiglinde biyopsiler alindi, toplu igne ile
mantar plakaya tespit edildi ve % 4’liik formaldehit soliisyonuna konularak stabilize edildi.
Daha sonra, dokular rutin mikroskobik inceleme i¢cin Hematoksilen Eozin (HE) ile boyandi.
Boyama sonrasi dokular Olympus BH2 151k mikroskobu altinda, drneklerin hangi gruplara ait

oldugunu bilmeyen, tek histolog tarafindan incelendi ve her grup icin genel subjektif
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degerlendirme yapilarak epidermis, dermis, dermal vaskiiler yapilar ve dermoepidermal

bileskede goriilen degisiklikler kaydedildi.

Immiinohistokimyasal Yontem

Alinan doku ornekleri, oda 1sisinda, %10’luk formalin solusyonu igerisinde 72 saat tesbit
edildi. Tespit edilen dokular aligilmis 151k mikroskop takip yonteminden gegirilerek parafin
bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan mikrotomla (Leica SM 2000, Germany) polizinli
lamlara 4-5 pm kalinliginda kesitler alind1. Deparafinize edilmesi amaciyla, kesitler bir gece
37 °C ve ertesi giin 1 saat 60 °C olacak sekilde etiivde bekletilerek 15°X 2 ksilol’e etkin
birakildilar. Dehidrate edilmesi amaciyla dokular 10’ar dakika olacak sekilde sirastyla %100,

%96 ve %80’lik alkol serilerinden gegirildiler.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak i¢in 5'X2 kez distile sudan gecirildikten
sonra, pap pen (Super PAP Pen, PN IM3580, Becman Coulter Company, France) ile kesit

tizerindeki dokularin etrafi ¢izildi.

Daha sonra, e-NOS primer antikoru i¢in 15 dakika % 3’lilk hidrojen peroksite etkin
birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. islem sonrasinda PBS
(Phosphate buffer saline, pH=7,4) (Invitrogen Immunodetection, Ref/Cat No: 00-3000, Lot:

1373125, Zymed, USA) ile camlar yikandi.

Yikanan camlara 5 dakika Ultra V block (Ref/Cat No: 85-9043, Lot: 724944A Zymed,
USA) uygulanarak 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra
dokular yikanmadan primer antikor asamasina gegilerek ve e-NOS primer antikoruna (C-20
sc: 654, Lot: G3108, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) etkin birakildilar. Daha sonra PBS ile
yikanan camlara 20 dakika biyotinli sekonder antikor (Ref/Cat No: 85-9043, Lot: 724944A,

Zymed, USA) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 20
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dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Ref/ Cat No: 85-9043, Lot: 724944A,
Zymed, USA) etkin birakildi, boylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi saglandi. Son
olarak ortama kromojen AEC (3—amino—9—cthylcarbazde) (Cat: 00-2007, Lot: 319293A,
Zymed, USA ) eklenerek yaklasik 10 dakika bekletildi ve gozle goriilebilir iiriinlin ortaya

¢ikmasi saglandi.

Zemin boyasi olarak Mayer’in Hemotoksileni (0B52Y 092, Merck) kullanildi. Negatif
boyama primer antikor agamasinda yapildi. Bu sekilde boyanan camlar ultra—mount (VM
13518, Lab Vision Corporation, San Francisco, CA, USA) ile kapatilip, bilgisayar
donanimli, kamera atagmanli foto-1s1k mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar, Germany,

DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) fotograflanarak degerlendirildi.

Yine bloklardan polizinli camlara 4-5 um kalinliginda kesitler alind1 ve 37°C’deki etiivde
bir gece tutulduktan sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiiv 1sis1 60°C’ye

cikarilarak 1 saat daha bekletildi. Camlar ksilol ve alkol ile deparafinize ve dehidrate edildi.

Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak igin 5'x2 kez distile sudan gegirildikten
sonra, pap pen (Super PAP Pen, PN IM3580, Becman Coulter Company, France) ile kesit

iizerindeki dokularin etrafi ¢izildi.

Daha sonra, PECAM-1 primer antikoru i¢in 5 dakika peroksidaz bloga (Ref/ Cat No: sc-
2053, Lot: F2909, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) etkin birakilan dokularda endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Islem sonrasinda PBS (Phosphate buffer saline, pH=7,4)
ile camlar yikandi. Yikanan camlara 20 dakika serum blok (Ref/Cat No: sc-2053, Lot:
D0810 Santa Cruz Biotechnology, Inc.) uygulanarak 06zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor asamasina
gecildi ve kesitler PECAM-1 primer antikoruna (M-20 sc: 1506, Lot: D0610, Santa Cruz

Biotechnology) etkin birakildilar. Daha sonra PBS ile yikanan camlara 20 dakika biyotinli
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sekonder antikor (Ref/Cat No: sc-2053, Lot: D0810 Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi. PBS ile yikanan camlar 30 dakika HRP
streptavidin enzim kompleksine (Ref/ Cat No: sc-2053, Lot: F2909, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) etkin birakildi, bdylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi saglandi.
Son olarak ortama kromojen DAB (Ref/ Cat No: sc-2053, Lot: F2909, Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) eklenerek yaklagik 10 dakika bekletildi ve gozle goriilebilir iirliniin
ortaya ¢ikmast saglandi. Zemin boyasi olarak Harris’in Hemotoksileni kullanildi. Daha
sonra, camlar distile su ile yikandi ve alkol serilerinden her birinde birka¢ dip yapilip
gecirilerek dehidrate edildi. Ardindan camlar 15°x 2 ksilole etkin birakilarak seffaflastirildi
ve boyanan camlar entellan ile kapatilip, bilgisayar donanimli, kamerasiolan foto-1s1k
mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar, Germany, DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar,

Germany) fotograflanarak su sekilde degerlendirildi.

Immiino-isaretlenme yogunlugu bir semi-objektif skorlama sistemi ile su sekilde

degerlendirilmistir.

0. lIsaretlenme yok

1. Zayif isaretlenme

2. Orta dereceli isaretlenme

3. Gicli isaretlenme

Bu degerlendirme skorlar1 uygulanan protokolii bilmeyen iki bagimsiz arastirmaci

tarafindan gergeklestirildi. HSCORE su sekilde hesaplandi.

HSCORE =X Pi (i + 1)

i degeri isaretlenme yogunlugu degeri,

Pi degeri epitelyal ve stromal hiicrelerin isaretlenme yiizdesi (%0-%100)
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Sonuglar ortalama + standart deviasyon olarak belirlendi.

D. LAZER DOPPLER FLOWMETRE OLCUMU

Tiim gruplarda her denekte cerrahinin yapildigi 3. giin flep tek pedikiil iizerinde
kaldirildiktan sonra pannikulus karnozus tabakasi yukari1 bakacak sekilde ters ¢evrilerek tespit
edildi. Lazer doppler flowmetre probu ile {i¢ noktadan (siiperfisiyal epigastrik damar

izerinden, flebin proksimalinden ve distalinden) liger dl¢iim yapildi ve ortalamalar1 alindi.

E. DAMAR SAYIMI

Tiim gruplarda her denekte cerrahinin yapildigi 3. giin flep tek pedikiil iizerinde
kaldirildiktan sonra histolojik degerlendirmeler i¢in alinan drnekler hemotoksilen eozin ile
boyandiktan sonra tiim kontrol ve deney gruplarina ait 4 pm kalinligindaki deri kesitlerinde
damar sayimi yapildi. Damar sayisi, 4 pm kalinligindaki seri kesitlerde X40 biiyiiltmede 6
farkli bolgede Lecia Q Vin 3 programinda tiim alanda olacak sekilde yapilarak istatistiksel

degerlendirmeleri yapild.

F. BiYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Tiim gruplarda cerrahinin yapildig1 3. giin ve ¢alismanin sonlandirildigr 10. giinde flep
distalinden ve proksimalinden birer adet 1 cm biiyiikliigiinde biyopsiler alindi aliiminyum
folyoya sarildiktan sonra sivi azota atilarak donduruldu daha sonra inceleme siiresine kadar -
80° C’de saklandi. HPLC teknigi ile dokuda nitrik oksit metabolitleri olan nitrit ve nitrat

miktarlar1 6l¢iildii.

Dokuda NOx Tayini
Dokulardaki NOx (nitrik oksitin stabil son iiriinleri/ nitrit+nitrat) konsantrasyonu, Griess

yontemi ile ¢alisildu.
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Reaktifler

* 0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH:7)

= Griess I: % 0,2’lik Naftiletilendiamin Dihidrokloriir (NEDD)

= Griess II: % 10’luk Fosforik asit (H3PO,) i¢cinde % 2’lik Siilfanilamid

* 1 M Hidroklorik asit (HCI) i¢ginde 400 mg Vanadyum (III) Kloriir (VCls)

= 0,3 M NaOH

%5°1lik ZnSOy4

Dokularin Hazirlanmasi

Dokular, sodyum fosfat tamponu ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 500 pL
homojenata, deproteinizasyon amaciyla 250’ser uL. NaOH ve ZnSO, eklenip 3000 g’de 20 dk
stireyle santrifiij edildi. Buradan elde edilen 200 pL silipernatana ortamdaki nitrati nitrite
indirgemek i¢in esit miktarda VCl; eklendi ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha
sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda karigtirilmis olan Griess I+II reaktifi
eklendi. 37 ©°C’de 10 dk inkiibasyondan sonra numunelerin optik dansitesi
spektrofotometrede, 540 nm’de kore karsi okundu.

Standartin Hazirlanmasi

6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO,) standarti giinliik olarak diliie edilerek, 128, 64, 32,
16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi. Dokulardaki NOx miktari,

hazirlanan standart egriye gore hesaplandi ve pmol/gr doku olarak verildi.

G. GENETIK DEGERLENDIRME

Calisma gruplarindaki tiim deneklerden 10. giinde flep proksimal ve distalinden 2 cm’lik

doku Ornekleri alindi, ornekler iizerinde bulunan kil ve krutlardan arindirildi. Daha sonra
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ornekler serumda yikanarak temizlendi ve 1,5 ml’lik ependorf tiiplere konuldu. Tiipler sivi

azota atilarak donduruldu daha sonra inceleme siiresine kadar - 80° C’de saklandi

Sican dokusundan total RNA saflastirilmasi

Deney sonunda steril bir sekilde ¢ikartilan deri dokular1 steril petri kabinda steril serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (50mg- 100mg) biiyiikliiklerde
steril bistiiri ile kiigiik parcalara ayrildi. DNAz ve RNAz free 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine
alman doku Ornekleri hizli bir sekilde sivi azot iginde donduruldu. Deri dokulari, analiz
giiniine kadar - 80°C’de saklandi. Doku o&rneklerinden RNA izolasyon kiti kullanilarak
asagida yazili olan protokol ile total RNA saflasgtirildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile

saflastirma iglemi giivenlik kabininin i¢inde gerceklestirildi.
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Dokudan RNA izolasyon Protokolii

1- 1.5 ml’lik ependorf tiip iginde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular ¢éziinmeden
pastle veya mortar ile homojenize edildi. Ornekler ¢dziinmeye basladigi anda tekrar sivi
azotta donduruldu ve homojenizasyon iglemine devam edildi.

2- Homojenizasyon islemine 1000 ul TriFast ile devam edildi. (Doku biiyiikliigi arttig
oranda kullanilan Trifast miktarida arttirildi). Ornek hacminin, homojenizasyon sirasinda
kullanilan TriFast hacminin %10’nu gegmemesine dikkat edildi.

3- Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

4- 200 ul kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca (tamamen karisincaya kadar)
vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda tutuldu.

5- Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda karisim,
altta kirmizi1 faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve iistte renksiz sivi faz olmak iizere ili¢ faza
ayrildi.

6- Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi.

7- Baslangigta kullanilan TriFast miktarinin  yaris1 kadar izopropanol eklenip
vortekslendi.

8- Omekler 1 yada 1.5 saat -20 °C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dakika 4 °C’de
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatan atildi.

9- DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 ul Dnaz (ug basina 5SU DNAz), 300 ul
Dnaz Buffer I (200mM Tris-HCL (pH:8.4), 20mM MgCI2, 500mM KCI) ve 400 ul DEPC’li
su eklenerek 30 dakika 37 °C sicakliginda bekletildi.

10- Orneklerin iizerine 300 ul 25mM EDTA eklendi ve 65 °C’de 10 dak bekletildi.

11- 12.000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iistte kalan

slipernatant atildi.
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12- 1000 ul %75’lik alkol ( taze hazirlanir) eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika 4 °C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iistte kalan siipernatant atild1.

13- Peletin iizerine tekrar 1000 ul %75’1ik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika 4
°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan tstte kalan siipernatant atildi.

14- Pelet kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi.

cDNA sentezi

Elde edilen RNA’lar Spektrofotometre’de 260 nanometre (nm)’de Ol¢iilerek mikrolitredeki
mikrogram degerleri belirlendi. Primer olarak Random Hekzamerler kullanilarak cDNA
sentez kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. ¢cDNA sentezi sirasinda

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: cDNA RT-PCR tepkime karisim

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore
degisken
Reaksiyon Tamponu Ix (8mM MgCl,) 4 ul
dNTP 1mM 2 ul
Random hekzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitorii 20 {inite 0.5 ul
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 tinite 0,5 ul
Total RNA lpug 1 pg olacak sekilde

cDNA i¢in PCR karisimi ince g¢eperli 0.2°lik tiiplere dagitildiktan sonra saflagtirilan total

RNA eklendi.
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cDNA RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongilisii cihazi asagida belirtilen programa ayarlanarak cDNA ters

transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi uygulandi.(Tablo 2)

Tablo 2: cDNA RT-PCR

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
Primer Baglanmast 25°C 10 dk 1 dongii
Ters transkripsiyon 50°C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5 dk 1 déngii
Sogutma 4°C - 1 dongii

Reaksiyon sonucu cDNA o&rnekleri Real-time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi.

i-NOS. e-NOS ve VEGF genlerinin ifadelenmesinin Real-Time PCR ile 6lciimii

i-NOS, e-NOS ve VEGF genlerinin mRNA miktarlar1 Real-time PCR ydntemi ile dl¢timii
icin Light Cycler™ cihazi kullamildi. Amplifikasyonlar 20 pl toplam tepkime hacmi
icerisinde, cDNA, bolgeye 0zgii primerler, UPL TagMan probu ve LightCycler TagMan
Master miks kullanilarak gergeklestirildi. i-NOS, e-NOS ve VEGF gen ifadelenmesini
normalize etmek i¢in elde edilen cDNA oOrnekleri, B-aktin genine 6zgli primer ve UPL
TagMan probu kullanilarak ¢alisildi. Relatif gen ifadelenmesi sonuglar1 “Pfaffl” matematiksel

yontemi ile hesaplandi.
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pB-aktin Gercek Zamanh PCR Tepkime Karisimi

Real-time PCR tepkimesi karisimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddelertablo
3’de verilmistir.

Tablo 3: p-aktin gercek zamanh PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.7 ul
MgClI, (25 mM) 4 mM 0.8 ul
Aktin Primer F (10 pmol/pl) 10 pmol 0.5 ul
Aktin Primer R (10 pmol/ul) 10 pmol 0.5 ul
Beta aktin TagMan prob 17 10 pmol 0.1 ul

(100 pmol/pl)
LC TagMan karigimi (10x) Ix 1.4 ul
cDNA - 2 ul
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i-NOS. e-NOS ve VEGF Real-Time PCR Tepkime Karisimi

Gergek zamanli PCR tepkimesi karisimini hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler

tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4: i-NOS, e-NOS ve VEGF Real-time PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 4.7 ul
MgCl; (25 mM) 4 mM 1.2 pl
i-NOS, e-NOS ve VEGF Primer F 5 pmol 0.5 ul
(10 pmol/pl)
i-NOS, e-NOS ve VEGF Primer R 5 pmol 0.5 ul
(10 pmol/ul)
i-NOS, e-NOS ve VEGF TagMan 10 pmol 0.1 pul
UPL
prob 77 (100 pmol/ul)

LC TagMan karigimi (10x) Ix 1 ul
cDNA - 2 ul

Gerg¢ek zamanli PCR karisimi hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve en son
iizerine cDNA eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tiipler
yerlestirildikten sonra LightCycler cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. i-NOS, e-NOS, VEGF ve B-aktin i¢in ayn1 PCR

programi kullanilmastir.
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i-NOS. e-NOS. VEGF ve B-aktin Light-Cycler Deney Programi

Program 1 Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Doéngtiler 1
Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Program 2 Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Doéngtiler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10 20
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0

Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait i-NOS, e-NOS ve VEGF ve B-aktin genlerinin
mRNA ifade diizeylerini gdsteren crossing point (Cp) degerleri belirlendi. B-aktin mRNA

seviyeleri i-NOS, e-NOS ve VEGF diizeylerini normalize etmek amaci ile kullanildi.

istatistiksel Analiz Yontemleri

Botoks enjeksiyonu yapilan gruplar ile kontrol gruplarindaki sicanlardan elde edilen deri

dokularinda izlenen i-NOS, e-NOS ve VEGF mRNA ifadelenmesine ait veriler REST (2008
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Beta V2.0.7) istatistik programi ile karsilagtirilmigtir. Anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul

edilmisgtir.

H. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programinda yapildi. Siirekli degiskenlerin
dagiliminin normale yakin olup olmadigi Shapiro Wilk testiyle arastirildi. Varyanslarin
homojenligi ise Levene testiyle degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler flep nekroz alani,
distal ve perivaskiiler doppler flowmetre kan akimi i¢in ortanca (¢eyrekler arasi genislik)
olarak distal doppler flowmetre kan akimi iginse ortalama =+ standart sapma bigiminde
gosterildi. Gruplar arasinda ortalamalar yoniinden farkin onemliligi Tek Yonli Varyans
Analizi (One-Way ANOVA) ile ortanca degerler yoniinden farkin dnemliligi ise Kruskal
Wallis testi ile incelendi. One-Way ANOVA veya Kruskal Wallis test istatistigi sonucunun
onemli bulunmasi halinde farka neden olan durumlar tespit etmek amaciyla post hoc Tukey
veya Conover’in parametrik olmayan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. p<0,05 i¢in sonuglar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV BULGULAR

A. GENEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Calisma gruplarindan grup 1,3,4 ve 7°de birer denek, grup 5 ve 6’da ikiser, grup 2°de 3

denek cerrahiden sonraki takip silirecinde kaybedildi. Calisma gruplarindan eksilen deneklerin

yerine yeni deneklerde ayni1 islemler uygulanarak grup sayisi korundu.

B. FLEP NEKROZ ALANI DEGERLENDIRME BULGULARI

Cerrahiden sonra 7. giinde fleplerin nekroz alanlarinin, tiim flep ylizdesine oranlar

degerlendirildiginde: (Sekil 22)-(Tablo 5)

Ortalama Nekroz Alanm Yiizdeleri

Grup 1(Sham)

Grup 2(Damar ¢evresine SF enjeksiyonu)

Grup 3(Damar ¢evresine BTx-A enjeksiyonu)

Grup 4(Flebe SF enjeksiyonu)

Grup 5(Flebe BTx-A enjeksiyonu)

Grup 6(Damar ¢evresine ve flebe SF enjeksiyonu)

Grup 7(Damar ¢evresine ve flebe BTx-A enjeksiyonu)

olgtildii.
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Sekil 22:

Nekroz ve yara iyilegsmesinin yol agtig1 flep kontraksiyonu nedeniyle nekroz alaninin

ylizdesi degerlendirildi.

Tablo 5: Tim gruplardaki deneklerin flep nekroz alan yiizdeleri, ortalama ve standart

deviasyonlari
Denek GRUPLAR
No 1 2 3 4 5 6 7
1 40,2 39,2 27,4 43,7 29,6 44,5 24,7
2 39,7 38,3 25,5 432 31,2 43.4 25,9
3 36,9 36,8 24,7 39,9 30,1 41,2 25,6
4 35,8 36,3 26,5 42,3 28,4 43,4 24,1
5 41,3 38,1 27,2 41,8 31,3 43,9 24,5
6 37,7 36,2 25,1 37,6 32,7 43,1 23,8
Ort 38,5 37,4 26,2 41,2 30,6 43,3 24,9
SD +2,1 +1,8 +2,2 +2,0 +1,7 +1,9 +2,1
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Sekil 23:.

Gruplara Gore Flep Nekroz Alanlari

Her bir kutunun ortasindaki yatay ¢izgi ortanca degeri (50.ytlizdelik) gosterirken kutularin
alt ve list kenarlar1 sirastyla; 25. ve 75.ylizdelik degerleri ifade etmektedir. Kutularin alt ve {ist
kisimlarinda uzayarak giden c¢ubuklarla sirasiyla; minimum ve maksimum degerler

gosterilmigtir.
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C. HISTOLOJIiK DEGERLENDIRME BULGULARI

PECAM BOYAMALARI
PECAM Immiinreaktivite Degerlendirme Sonucu

Damar yogunlugu agisindan en az damar ve kapiller yapilart ile karsilagilan ve
PECAM immiinreaktivitesinin en zayif oldugu gruplarin, flep proksimalinden yapilan
incelemelerde sirasiyla, grup 1, 2 ve 6, flep distalinden yapilan incelemelerde sirasiyla ise
grup 1, 2 ve 6 oldugu belirlendi. BTx-A’nin hem damar hem de flebe uygulandig1 grup
7’de damar olusumunun en yogun diizeyde oldugu saptandi. Bunu distal ve
proksimallerde ayni olmak iizere grup 3 ve 5 izledi. Yapilan degerlendirmede, BTx-A’nin
damar ¢evresi ya da flebe herhangi bir sekilde uygulanmasinin damar olusumunu kesin
olarak arttirdigi diiglinildi. Hem damar sayim degerleri, hem de PECAM
immiinreaktivite yogunlugu bu bulgularin gostergesi olarak kabul edildi. Tiim gruplarin
distallerinde ise genel olarak; nekrozun gostergesi olan lenfosit infiltrasyonu belirgin
olarak izlendi. Lenfosit infiltrasyonu proksimal kesitlerde sadece bazi gruplarda ve yer
yer goriildii. Distallerde belirgin bir nekroz oldugu kabul edildi ancak bu durumun az da
olsa siiregelmekte olan damar olusumunu engellemedigi kanisina varildi. BTx-A
uygulamasinin proksimallerde daha ¢ok olmak {izere, distallerde de damar olusumunu

tetikledigi sonucuna varildi.
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Fotograf 1-2:

Grup 1 (sham) 3.giin proksimal (1) ve distal (2) deri dokusu o6rneginde PECAM

immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilenx400).

Fotograf 3-4:

Grup 1 (sham) 10.giin proksimal (3) ve distal (4) deri dokusu Orneginde PECAM

immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilenx400).
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Fotograf 5-6:

Grup 2 (perivaskiilerSF enjeksiyonu) 3.giin proksimal (5) ve distal (6) deri dokusu
orneginde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 7-8:

Grup 2 (perivaskiilerSF enjeksiyonu) 10.glin proksimal (7) ve distal (8) deri dokusu
orneginde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 9-10:

Grup 3 (perivaskiilerBTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (9) ve distal (10) deri dokusu
orneginde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 11-12:

Grup 3 (perivaskiillerBTx-A enjeksiyonu) 10.giin proksimal (11) ve distal (12) deri dokusu
orneginde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 13:

Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) 3.giin proksimal (13A) ve distal (13B) deri dokusu
orneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 14-15:

Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) 10.giin proksimal (14) ve distal (15) deri dokusu 6rneginde
PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilen x400).
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Fotograf 16:

Grup 5 (flebe BTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (16A) ve distal (16B) deri dokusu
orneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 17-18:

Grup 5 (flebe BTx-A enjeksiyonu)10.giin proksimal (17) ve distal (18) deri dokusu
orneginde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 19:

Grup 6 (perivaskiilerve flebe SF enjeksiyonu) 3.giin proksimal (19A) ve 3.giin distal (19B)
deri dokusu oOrneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%)

(Immiinperoksidaz& Hematoksilen x400).

Fotograf 20-21:

Grup 6 (perivaskiilerve flebe SF enjeksiyonu) 10.giin proksimal (20) ve distal (21) deri
dokusu 6rneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 22-23:

Grup 7 (perivaskiilerve flebe BTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (22) ve distal (23) deri
dokusu 6rneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 24:

Grup 7 (perivaskiilerve flebe BTx-A enjeksiyonu) 10.giin proksimal (24A) ve distal
(24B) deri dokusu oOrneklerinde PECAM immiinreaktivitesi, damar endoteli
(% )(Immiinperoksidaz& Hematoksilen x400).
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e-NOS BOYAMALARI
e-NOS Immiinreaktivite Degerlendirme Sonucu

Calismamizda anjiyogenez diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir molekiil olarak karsimiza
¢ikan nitrik oksit sentezinde onemli rolii olane-NOS immiinreaktivitesi degerlendirilmistir.
Yapilan c¢alismalarda endoteliyal nitrik oksit sentazin hiicre proliferasyonunu ve
migrasyonunu artirdig1 ancak nitrik oksit sentaz inhibitorlerinin yara iyilesmesini bozdugu
bildirilmistir. Anjiyogenezin temelini olusturan, vaskiiler endoteliyal hiicrelerin mitozunda
onemli role sahip olan VEGF’nin NO iiriinli endotelyal nitrik oksit sentaz (e-NOS) proteini
tarafindan arttirildigi da bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da, deney gruplari arasinda e-
NOS immiinreaktivitesi degerlendirildiginde; BTx-A uygulamasi yapilan gruplar, serum
fizyolojik uygulanan ve sadece flebin kaldirildigi gruplarla karsilagtirildiklarinda, e-NOS
immiinreaktivitesinin BTx-A uygulamasi ile arttig1 saptanmistir. Damar olusumu sirasinda
dokuda artis gosteren VEGF tarafindan tetiklendigi bilinen ve endotel hiicrelerince salinan e-
NOS immiinreaktivitesinin yiiksek oldugu BTx-A deney gruplarinda damar olusumunun

artmis oldugu kanisina varilmistir.
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Fotograf 25-26:

Grup 1 (sham) 3.giin proksimal (25) ve distal (26) deri dokusu Orneginde e-NOS

immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilenx400).

Fotograf 27-28:

Grup 1 (sham) 10.glin proksimal (27) ve distal (28) deri dokusu Orneginde e-NOS

immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilenx400).
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Fotograf 29-30:

Grup 2 (perivaskiilerSF enjeksiyonu) 3.giin proksimal (29) ve distal (30) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&
Hematoksilenx400).

Fotograf 31-32:

Grup 2 (perivaskiilerSF enjeksiyonu) 10.glin proksimal (31) ve distal (32) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilenx400).
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Fotograf 33-34:

Grup 3 (perivaskiilerBTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (33) ve distal (34) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 35-36:

Grup 3 (perivaskiillerBTx-A enjeksiyonu) 10.giin proksimal (35) ve distal (36) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 37-38:

Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) 3.gilin proksimal (37) ve distal (38) deri dokusu 6rneginde e-

NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilen x400).

Fotograf 39-40:

Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) 10.giin proksimal (39) ve distal (40) deri dokusu 6rneginde

e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz& Hematoksilen x400).
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Fotograf 41-42:

Grup 5(flebe BTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (41) ve distal (42) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 43-44:

Grup 5 (flebe BTx-A enjeksiyonu) 10.glin proksimal (43) ve distal (44) deri dokusu
orneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 45-46:

Grup 6 (perivaskiilerve flebe SF enjeksiyonu) 3.glin proksimal (45) ve distal (46) deri
dokusu &rneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 47-48:

Grup 6 (perivaskiilerve flebe SF enjeksiyonu) 10.giin proksimal (47) ve distal (48) deri
dokusu &rneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Fotograf 49-50:

Grup 7 (perivaskiilerve flebe BTx-A enjeksiyonu) 3.giin proksimal (49) ve distal (50) deri
dokusu &rneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).

Fotograf 51-52:

Grup 7 (perivaskiiler ve flebe BTx-A enjeksiyonu) 10.giin proksimal (51) ve distal (52)
deri dokusu érneginde e-NOS immiinreaktivitesi, damar endoteli (%) (Immiinperoksidaz&

Hematoksilen x400).
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Boyanma Tutulum Yogunluguna Gore Degerlendirildiginde

Calismanin 3.  giiniinde  proksimal bolgeden alinan doku  Orneklerinde

immiinohistokimyasal degerlendirme bulgu tablosu(Tablo 6)

3. giin Proksimal Tutulum Yogunlugu/Denek No
Gruplar
1 2 3 4 5 6
Grup-1
(Sham) 2 2 2 2 2 1
Grup-2
(Perivaskiiler SF enj.) 2 3 3 2 2 3
Grup-3
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 3 2 3 2 3 3
Grup-4
(Flebe SF enj.) 2 1 2 2 1 2
Grup-5
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 3 2 3 3 3 2
Grup-6
(Perivaskiiler +Flebe SF
enj.) 3 2 2 2 2 2
Grup-7
(Perivaskiiler +Flebe Btx
enj.) 3 2 3 3 3 3
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Calismanin 3. gilinlinde distal bolgeden alinan doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal

degerlendirme bulgu tablosu(Tablo 7)

3. giin Distal Tutulum Yogunlugu/Denek No
Gruplar
1 2 3 4 5 6
Grup-1
(Sham) 1 2 2 2 1 2
Grup-2
(Perivaskiiler SF enj.) 2 1 1 2 2 1
Grup-3
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 3 3 2 3 2 2
Grup-4
(Flebe SF enj.) 1 2 2 1 1 2
Grup-5
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 2 3 2 3 3 2
Grup-6
(Perivaskiiler +Flebe SF
enj.) 2 2 2 2 2 2
Grup-7
(Perivaskiiler +Flebe Btx
enj.) 3 3 2 3 3 3
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Calismanin  10. giiniinde proksimal bolgeden alman doku  Orneklerinde

immiinohistokimyasal degerlendirme bulgu tablosu (Tablo 8)

10. giin Proksimal Tutulum Yogunlugu/Denek No
Gruplar
1 2 3 4 5 6
Grup-1
(Sham) 1 2 2 2 1 2
Grup-2
(Perivaskiiler SF enj.) 2 1 1 2 2 1
Grup-3
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 3 3 2 3 2 2
Grup-4
(Flebe SF enj.) 1 2 2 1 1 2
Grup-5
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 2 3 2 3 3 2
Grup-6
(Perivaskiiler +Flebe SF
enj.) 2 2 2 2 2 2
Grup-7
(Perivaskiiler +Flebe Btx
enj.) 3 3 2 3 3 3
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Calismanin 10. giinlinde distal bolgeden alinan doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal

degerlendirme bulgu tablosu (Tablo 9)

10. giin Distal Tutulum Yogunlugu/Denek No
Gruplar
1 2 3 4 5 6
Grup-1
(Sham) 1 1 2 1 1 1
Grup-2
(Perivaskiiler SF enj.) 2 1 1 2 1 1
Grup-3
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 2 3 2 3 3 2
Grup-4
(Flebe SF enj.) 1 1 2 1 2 2
Grup-5
(Perivaskiiler BTx-A enj.) 3 2 2 3 3 2
Grup-6
(Perivaskiiler +Flebe SF
enj.) 1 1 1 1 2 1
Grup-7
(Perivaskiiler +Flebe Btx
enj.) 3 2 3 2 3 3
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Proksimal

X y z £
o
2
1- i I

o -

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7

H3.Gin H10.Gin

Grafik 1: 3. ve 10. giinde proksimal doku 6rneklerinden yapilan immiinohistokimyasal

tutulum yogunlugunun gruplar arasinda karsilastirilmast

X, y ve z gruplarinda, diger gruplarin 3. giin degerlerine gore gore istatistiksel olarak

anlamli fark bulundu
X, y ve z gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi

a, p ve £gruplarinda, diger gruplarin 10. giin degerlerine gére gore istatistiksel olarak

anlaml fark bulundu

a, B ve £ gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda anlamli fark bulunamadi
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1
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Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 4 Grup 5

Grup 6 Grup 7

M3.Gun ®10.Gun

Grafik 2: 3. ve 10. giinde distal doku 6rneklerinden yapilan immiinohistokimyasal tutulum

yogunlugunun gruplar arasinda karsilastiriimasi

X, y ve z gruplarinda, diger gruplarin 3. giin degerlerine gdre gore istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu

X, y ve z gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi

a, P ve £gruplarinda, diger gruplarin 10. giin degerlerine gére gore istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu

a, B ve £ gruplart kendi aralarinda karsilagtirildiginda anlamli fark bulunamadi
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D. LAZER DOPPLER FLOWMETRE AKIM OLCUM BULGULARI

Tablo 10: Grup 1 (sham) i¢in flep proksimal, distal ve perivaskiiler alandan yapilan kan

akim 6l¢iimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 5,4 32 22,6
2 5,4 3,1 23,5
3 4,5 3,5 23,4
4 3,3 2.4 22,5
5 4.4 1,5 25,9
6 4,7 1,1 28,4
Ort 4,6 2.4 23,3
SD +0,8 +0,5 +3,2

Tablo 11: Grup 2 (perivaskiiler SF enjeksiyonu) icin flep proksimal, distal ve perivaskiiler

alandan yapilan kan akim dl¢iimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 6,1 3,1 27,5
2 5,9 2,9 26,8
3 5,1 2,8 25,4
4 5,8 3,3 25,2
5 3,6 1,3 24,1
6 5,0 3,7 26,3
Ort 5,6 2,8 25,9
SD +0,6 +0,3 +4,1

98



Tablo 12: Grup 3 (perivaskiiler BTx-A enjeksiyonu) i¢in flep proksimal, distal ve

perivaskiiler alandan yapilan kan akim 6lgiimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 6,8 3,6 47,5
2 6,5 3,7 57,6
3 6,9 3,9 56,4
4 7,1 4,1 46,7
5 7,2 4,5 54,5
6 7,6 4,7 57,3
Ort 6,5 3,6 53,3
SD +0,9 +0,5 +6,4

Tablo 13: Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) i¢in flep proksimal, distal ve perivaskiiler

alandan yapilan kan akim dl¢iimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 5,1 2,7 28,6
2 4,9 2.5 29,1
3 5,6 2,9 34,0
4 4.4 3,1 33,2
5 5,1 2,6 28,5
6 4,5 32 24,6
Ort 5,4 2,5 31,8
SD +0,6 +0,3 +4.4
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Tablo 14: Grup 5 (flebe BTx-A enjeksiyonu) i¢in flep proksimal, distal ve perivaskiiler

alandan yapilan kan akim dl¢iimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 5,2 32 34,1
2 5,3 3,1 30,7
3 5,5 3,0 232
4 5,5 3,1 32,4
5 5,1 3,3 25,5
6 5,2 3,2 343
Ort 5,3 3,1 30,1
SD +0,4 +0,2 +3.4

Tablo 15: Grup 6 (perivaskiiler ve flebe SF enjeksiyonu) igin flep proksimal, distal ve

perivaskiiler alandan yapilan kan akim 6lgiimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 4,0 1,4 22,7
2 4,2 2.4 28,2
3 4,3 2,1 27,5
4 5,1 3,1 33,1
5 4,1 2,7 32,1
6 5,2 2,5 33,4
Ort 4,4 2,3 29,5
SD £0,2 +0,1 +4,1
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Tablo 16: Grup 7 (perivaskiiler ve flebe BTx-A enjeksiyonu) i¢in flep proksimal, distal ve

perivaskiiler alandan yapilan kan akim Slgiimleri, ortalama ve standart deviasyonlari

Denek Proksimal Distal Perivaskiiler
1 6,6 4,3 55,2
2 6,2 3,5 54,5
3 7,1 3,3 51,3
4 6,2 3,0 54,5
5 7,3 3,8 54,7
6 7,2 3,2 53,6
Ort 6,7 3,5 53,9
SD +0,7 + 0,4 +5,2
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Tablo 17. Gruplara Gore Proksimaldeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim Olgiimlerine

Ait Demografik Istatistikler (Sekil 24)

Gruplar Ortalama SD Ortanca CAG Minimum Maksimum
1 4,6 0,78 4,6 1,28 3,3 54
2 53 0,92 55 1,30 3,6 6,1
3 7,0 0,38 7,0 0,58 6,5 7,6
4 4,9 0,44 5,0 0,75 4,4 5,6
5 53 0,17 53 0,33 5,1 5,5
6 4,5 0,53 4,3 1,05 4,0 52
7 6,8 0,50 6,9 1,03 6,2 7,3

CAG: Ceyrekler Aras1 Geniglik, SD: Standart Deviasyon

—~ iy!

PROKSIMAL KAN AKIMI
a

3.
2 L L L L L L L
1 2 3 4 5 6 7
GRUPLAR
Sekil 24

Gruplara Gore Proksimaldeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim Olgiimleri

x(grup 3) ve z(grup 7) i¢in sham grubuna goére p<0,001
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Tablo 18. Gruplara Gore Distaldeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim Olgiimlerine Ait
Demografik Istatistikler (Sekil 25)

Gruplar Ortalama SD Ortanca CAG Minimum Maksimum
1 2,5 0,98 2,8 1,88 1,1 3,5
2 2,9 0,82 3,0 0,98 1,3 3,7
3 4,1 0,44 4,0 0,88 3,6 4,7
4 2,8 0,28 2,8 0,55 2,5 3,2
5 3,2 0,10 3,2 0,15 3,0 3.3
6 24 0,58 2,5 0,88 1,4 3,1
7 3,5 0,47 3.4 0,77 3,0 4,3

CAG: Ceyrekler Aras1 Geniglik, SD: Standart Deviasyon
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154 —L—
1,0
1 2 3 4 5 6 7
GRUPLAR
Sekil 25

Gruplara Gére Distaldeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim Olgiimleri

x(grup 3) i¢in sham grubuna gore p<0,001iken, z(grup 7) i¢in sham grubuna gore p=0.007
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Tablo 19. Gruplara Gore Perivaskiilerdeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim

Olgiimlerine Ait Demografik Istatistikler (Sekil 26)

Gruplar Ortalama SD Ortanca CAG Minimum Maksimum
1 24.4 2,32 23,5 3,95 22,5 28,4
2 25,9 1,23 25,9 2,05 24,1 27,5
3 53,3 4,95 55,5 10,08 46,7 57,6
4 29,7 3,46 28,9 5,88 24,6 34,0
5 30,0 4,65 31,6 9,23 23,2 343
6 29,5 4,17 30,2 6,88 22,7 33,4
7 54,0 1,41 54,5 1,80 51,3 55,2

CAG: Ceyrekler Aras1 Geniglik, SD: Standart Deviasyon
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1 2 3 4 5 6 7
GRUPLAR
Sekil 26:

x(grup 3) ve z(grup 7) i¢in sham grubuna goére p<0,001

Gruplara Gore Perivaskiilerdeki Lazer Doppler Flowmetre Kan Akim Olgiimleri
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E. DAMAR SAYIMI BULGULARI

Tablo 20. Gruplara Gére Damar Sayimina Ait Demografik Istatistikler (Sekil 27)

Gruplar

1

N e Y " I \S)

Ortalama
22,4
21,7
314
21,6
30,3
22,1
30,6

SD
1,95
1,57
1,75
1,74
2,14
2,23
1,39

Ortanca
22,8
21,8
31,6
21,8
31,3
21,4
30,3

CAG
3,67
2,50
2,87
2,42
4,04
3,08
1,75

Minimum
19,5
19,8
28,8
19,3
27,2
19,8
29,2

Maksimun
24,7
243
33,8
24,5
32,3
26,2
33,2

CAG: Ceyrekler Aras1 Geniglik, SD: Standart Deviasyon (Sekil 27)

Damar Sayisi

40

30 +

20 4

10

ﬁigE

Sekil 27:

W o

o

GRUPLAR

[
o)«

Gruplara Goére Damar Sayilarinin Dagilimi

x(grup 3) ve y(grup 5) i¢in sham grubuna gore p<0,001

z(grup 7) i¢in sham grubuna gore p=0,002
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Tablo 21. Gruplar Arasinda Flep Nekroz Alani, Proksimal, Distal ve Perivaskiilerden
Olgiilen Doppler Flowmetre Kan Olgiimleri ve Damar Saymmi Yoniinden Yapilan Coklu

Karsilastirma Testilerine iliskin p Degerleri

Coklu Karsilastirma Flep Nekroz Lazer Dopler Damar

Alani Flowmetre Sayimi

Proksimal Distal Perivaskiiler

GrupI - Grupll p=0,609 p=0,498 p=0,438 p=0,447 p=0,586
GrupI - Grup Il p=0.002 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Grup I -Grup 1V p=0,218 p=0,962 p=0,988 p=0,120 p=0,524
GrupI-Grup Vv p=0.043 p=0,407 p=0,133 p=0,102 p<0,001
GrupI - Grup VI p=0,140 p=1,000 p=0,273 p=0,144 p=0,663
GrupI - Grup VIl p<0.001 p<0.001 p=0.007 p<0.001 p=0.002
Grup II - Grup 111 p=0.006 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Grup II - Grup IV p=0,088 p=0,962 p=0,447 p=0,102 p=0,926
Grup II - Grup V p=0,118 p=1,000 p=0,456 p=0,115 p<0,001
Grup II - Grup VI p=0,112 p=0,276 p=0,066 p=0,196 p=0,913
Grup II - Grup VIl p<0.001 p<0.001 p=0.044 p<0.001 p<0.001
Grup II- Grup IV p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.003 p<0.001
Grup III- Grup V p=0,191 p<0,001 p=0.008 p=0.003 p=0,674
Grup II- Grup VI p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Grup III- Grup VII p=0,475 p=0,988 p=0,145 p=0,852 p=0,576
Grup IV - Grup V p=0.002 p=0,925 p=0,137 p=0,950 p<0.001
Grup IV - Grup VI p=0,385 p=0,826 p=0,266 p=0,720 p=0,840
Grup IV - Grup VIl p<0.001 p<0.001 p=0.007 p=0.006 p<0.001
Grup V- Grup VI p<0.001 p=0,212 p=0.012 p=0,767 p<0,001
Grup V- Grup VII p=0,047 p=0.002 p=0,191 p=0.005 p=0,888
Grup VI - Grup VI p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.,002 p<0.001
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F. BiYOKIMYASAL DEGERLENDIRME BULGULARI

Tablo 22: Grup 1 (sham) icin flep proksimal ve distalinden 3. ve 10. giin alinan doku

orneklerinde nitrit-nitrat miktarlari, ortalama ve standart deviasyonlar1 (umol/gr doku)

Denek 3. glin 10.giin
Distal Proksimal Distal Proksimal

1 0,251 0,316 0,276 0,269

2 0,304 0,292 0,263 0,316

3 0,278 0,322 0,292 0,292

4 0,304 0,332 0,287 0,257

5 0,285 0,315 0,263 0,28

6 0,267 0,305 0,298 0,296
Ort 0,281 0,316 0,265 0,269
SD 0,020 0,013 0,014 0,020

Tablo 23: Grup 2 (perivaskiiler SF enjeksiyonu) i¢in flep proksimal ve distalinden 3. ve

10. giin aliman doku 6rneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart deviasyonlari

(umol/gr doku)
Denek 3. giin 10.giin
Distal Proksimal Distal Proksimal

1 0,352 0,327 0,325 0,331
2 0,328 0,296 0,332 0,333
3 0,315 0,352 0,316 0,304
4 0,304 0,324 0,322 0,316
5 0,310 0,339 0,287 0,320
6 0,349 0,351 0,392 0,318
Ort 0,332 0,301 0,330 0,332
SD 0,020 0,020 0,034 0,010
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Tablo 24: Grup 3 (perivaskiiler BTx-A enjeksiyonu) i¢in flep proksimal ve distalinden 3.

ve 10. giin alinan doku 6rneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart deviasyonlari

(umol/gr doku)
Denek 3. giin 10.giin
Distal Proksimal Distal Proksimal
1 0,313 0,382 0,372 0,407
2 0,305 0,363 0,373 0,404
3 0,298 0,372 0,392 0,369
4 0,310 0,375 0,385 0,357
5 0,317 0,405 0,375 0,375
6 0,316 0,332 0,332 0,398
Ort 0,306 0,370 0,370 0,385
SD 0,007 0,022 0,022 0,020

Tablo 25: Grup 4 (flebe SF enjeksiyonu) i¢in flep proksimal ve distalinden 3. ve 10. giin

alinan doku drneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart deviasyonlar1 (umol/gr

doku)
Denek 3. giin 10.giin
Distal Proksimal Distal Proksimal

1 0,351 0,347 0,300 0,298
2 0,343 0,335 0,293 0,302
3 0,361 0,343 0,298 0,316
4 0,299 0,310 0,284 0,305
5 0,301 0,326 0,322 0,298
6 0,337 0,331 0,339 0,293
Ort 0,332 0,332 0,306 0,302
SD 0,029 0,020 0,021 0,007
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Tablo 26: Grup 5 (flebe BTx-A enjeksiyonu) i¢in flep proksimal ve distalinden 3. ve 10.

giin alman doku Orneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart deviasyonlari

(umol/gr doku)
Denek 3. gilin 10.glin
Distal Proksimal Distal Proksimal
1 0,346 0,385 0,344 0,300
2 0,345 0,363 0,335 0,339
3 0,327 0,310 0,297 0,301
4 0,354 0,357 0,325 0,343
5 0,316 0,323 0,338 0,323
6 0,340 0,320 0,337 0,312
Ort 0,338 0,343 0,331 0,313
SD 0,014 0,012 0,040 0,020

Ort: Ortalama, SD: Standart Deviasyon

Tablo 27: Grup 6 (perivaskiiler ve flebe SF enjeksiyonu) i¢in flep proksimal ve distalinden

3. ve 10. giin alinan doku Orneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart

deviasyonlar1 (umol/gr doku)

Denek 3. gilin 10.glin
Distal Proksimal Distal Proksimal

1 0,279 0,258 0,312 0,292
2 0,272 0,243 0,292 0,327
3 0,287 0,271 0,287 0,313
4 0,292 0,257 0,299 0,336
5 0,263 0,251 0,263 0,335
6 0,275 0,263 0,356 0,304
Ort 0,278 0,257 0,301 0,324
SD 0,010 0,009 0,031 0,016

Ort: Ortalama, SD: Standart Deviasyon
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Tablo 28: Grup 7 (perivaskiiler ve flebe BTx-A enjeksiyonu) igin flep proksimal ve

distalinden 3. ve 10. giin alinan doku 6rneklerinde nitrit—nitrat miktarlari, ortalama ve standart

deviasyonlar1 (umol/gr doku)

Denek 3. glin 10.glin
Distal Proksimal Distal Proksimal

1 0,376 0,378 0,372 0,367
2 0,351 0,360 0,382 0,373
3 0,361 0,366 0,371 0,336
4 0,355 0,372 0,387 0,386
5 0,365 0,371 0,388 0,359
6 0,386 0,382 0,372 0,372
Ort 0,366 0,365 0,377 0,375
SD 0,011 0,008 0,026 0,027

Bu sonuglarin istatistiksel degerlendirmeleri; veriler normal dagilima sahip ve varyanslar
esit oldugu icin One Way ANOVA yontemi (Tukey testi) uygulandi. p<0.05 ise istatistiksel

olarak farkli kabul edildi.(Grafik 3)

Grafilk 3
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0.3

0.25 M 3, giin distal

M 3, glin proksimal
0.2
410. giin distal
0.15 10. giin proksimal

0.1

0.05

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7
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Istatistiksel degerlendirme sonucunda flep yasayabilirliginin arttirilmasi planlanan flebin
distal boliimden c¢aligmanin 10. Giiniinde yapilan Orneklemeden elde edilen veriler

karsilastirildi. Tablo 29

Karsilastirilan Gruplar p degeri
Grup I - Grup 11 1.0000
Grup I - Grup IIT <0.05
Grup I - Grup IV 0.906
Grup I- Grup V <0.05
Grup I - Grup VI 0.991

Grup I - Grup VII <0.05
Grup II - Grup 111 <0.05
Grup II - Grup IV 0.986
Grup II - Grup V <0.05
Grup II - Grup VI 0.876
Grup II - Grup VII <0.05
Grup I1I - Grup IV <0.05
Grup III - Grup V <0.05
Grup III - Grup VI <0.05
Grup III - Grup VII 0.746
Grup IV - Grup V <0.05
Grup IV - Grup VI 1.000
Grup IV - Grup VII <0.05
Grup V - Grup VI <0.05
Grup V - Grup VII <0.05
Grup VI - Grup VII <0.05

Degerlendirme sonucunda caligmanin 10. gilinlinde flep distalinden alinan &rneklerden

Ol¢iimleri yapilan nitrit ve nitrat miktarlar1 gruplar arasinda karsilagtirildiginda, calisma

gruplar1 olan grup 3, grup 5 ve grup 7’de nitrit ve nitrat miktarlarinin kontrol gruplarina gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde diizeyde farkli oldugu tespit edildi. Caligma gruplar1 kendi
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aralarinda karsilastirildiginda grup 3 ile grup 7 arasinda nitrit-nitrat miktarlar1 arasinda
anlamli fark yokken grup 3 ile 5 arasinda ve grup 5 ile grup 7 arasinda istatistiksel anlaml

fark bulundu.
G. GENETIK DEGERLENDIRME BULGULARI

i-NOS, e-NOS ve VEGF genlerinin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light
Cycler TM cihaz1 kullanildi. i-NOS, e-NOS ve VEGF gen ifadelenmesini normalize etmek
icin tiim gruplar ve kontrol gruplarina ait her bir cDNA 6rnegi, B-aktin genine 6zgii primer ve
TagMan probu kullanilarak calisildi. Relatif gen ifadelenmesi sonuglar1 REST programi
kullanilarak “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida

belirtilmistir.'*

E (hedef) ACt(kontrol-hasta)
E (referans) ACt(kontrol-hasta)

Esitlikte belirtilen E, PCR(polimerize zincir reaksiyonu) etkinligini ifade etmektedir. ACt
degeri ise kontrol ile hasta drneklerinin Ct degerleri arasindaki farki géstermektedir. Esitlikte
elde edilen R ise ekspresyon oranini gostermektedir. CT, tepkime sirasinda olusan floresans
sinyalin esik degeri gectigi andaki siklus sayisini ifade eder. CT degeri tepkimenin basinda

mevcut olan mRNA (cDNA) miktar ile ters orantilidir.'*®
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Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi i¢in gerekli olan -
aktin geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini kantitaif olarak gosteren ger¢ek zamanli PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi (Sekil 28)
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Dongu Sayisi

Sekil:28

B-aktin geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. B-aktin geninin gercek zamanli PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay

eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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i-NOS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren gercek zamanli PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi (Sekil 29)

Floresan (F1)
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Dongu Sayisi

Sekil:29

i-NOS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. i-NOS geninin ger¢ek zamanli PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay

eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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e-NOS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren ger¢ek zamanli PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi (Sekil 30)
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Sekil 30:

e-NOS geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. e-NOS geninin ger¢ek zamanli PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay

eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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VEGF geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren gercek zamanli PCR

tepkimesine ait amplifikasyon egrisi (Sekil 31)
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Dongii sayisi

Sekil 32:

VEGF geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon
egrileri. VEGF geninin ger¢ek zamanli PCR tepkimesine ait Cp degerleri yatay eksende

yer almaktadir. Dikey eksende floresans sinyal izlenmektedir.
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PROKSIMAL DOKU ORNEKLEMELERININ KARSILASTIRILMASI

Flep proksimalinden alinan doku 6rneklerinde, i-NOS gen ekspresyon miktarlarinin

gruplar arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 30- Grafik 4)

Tablo 30

i-NOS

SHAM KONTROL

PERIVASKULER SF

1,106

PERIVASKULER BTx-A

2,482

FLEP SF

1,216

FLEP BTx-A

2,095

PERIVASKULER+FLEP SF

1,029

PERIVASKULER+FLEP BTx-A

2,966

Grafik 4

Hi-NOS

x,y ve z: Proksimal doku 6rneklemesi i¢in i-NOSgen ekspresyon miktarlari agisindan diger

gruplara gore istatistiksel olarak anlaml fark bulundu.

x i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,002
y i¢in sham grubuna goére P(H1)=0,043
z i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,003
X, y ve z kendi aralarinda karsilastirildiginda

x ile y karsilastirildiginda P(H1)=0,087
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y ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,017
x ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,093

y ile z arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu

Flep proksimalinden alinan doku 6rneklerinde, e-NOS gen ekspresyon miktarlarinin

gruplar arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 31- Grafik 5)

Tablo 31
e-NOS
SHAM KONTROL 1
PERIVASKULER SF 1,165
PERIVASKULER BTx-A 1,206
FLEP SF 1,139
FLEP BTx-A 1,032
PERIVASKULER+FLEP SF 1,052
PERIVASKULER+FLEP BTx-A 1,096
Grafik 5
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Higbir grupta proksimal doku 6rneklemesi i¢cin e-NOSgen ekspresyon miktarlari agisindan

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi.
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Flep proksimalinden alinan doku 6rneklerinde, VEGF gen ekspresyon miktarlarinin

gruplar arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 32 — Grafik 6)

Tablo 32
VEGF
SHAM KONTROL 1
PERIVASKULER SF 1,035
PERIVASKULER BTx-A 2,612
FLEP SF 1,009
FLEP BTx-A 2,297
PERIVASKULER+FLEP SF 0,966
PERIVASKULER+FLEP BTx-A 3,302
Grafik 6
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x,y ve z: Proksimal doku 6rneklemesi icin VEGFgen ekspresyon miktarlari agisindan diger

gruplara gore istatistiksel olarak anlaml fark bulundu.

x i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,005
y i¢in sham grubuna goére P(H1)=0,007
z i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,003
X, y ve z kendi aralarinda karsilastirildiginda

x ile y karsilastirildiginda P(H1)=0,344

119



y ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,054

x ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,153

DISTAL DOKU ORNEKLEMELERININ KARSILASTIRILMASI

Flep distalinden alinan doku 6rneklerinde, i-NOS gen ekspresyon miktarlarinin gruplar

arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 33 — Grafik 7)

Tablo 33
i-NOS
SHAM KONTROL 1
PERIVASKULER SF 1,102
DAMAR BTx-A 1,954
FLEP SF 0,968
FLEP BTx-A 1,598
PERIVASKULER+FLEP SF 1,029
PERIVASKULER+FLEP BTx-A 2,240
Grafik 7
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x ve z: Distal doku 6rneklemesi i¢in i-NOSgen ekspresyon miktarlari agisindan diger

gruplara gore istatistiksel olarak anlaml fark bulundu.

x i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,037
y i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,225
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z i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,029
X, y ve z kendi aralarinda karsilastirildiginda
x ile y karsilagtirildiginda P(H1)=0,183
y ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,170

x ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,763

Flep distalinden alinan doku 6rneklerinde, e-NOS gen ekspresyon miktarlarinin gruplar

arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 34 — Grafik 8)

Tablo 34
e-NOS
SHAM KONTROL 1
PERIVASKULER SF 0,834
PERIVASKULER BTx-A 1,072
FLEP SF 1,044
FLEP BTx-A 0,941
PERIVASKULER+FLEP SF 0,941
PERIVASKULER+FLEP BTx-A 1,33
Grafik 8
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Higbir grupta distal doku 6rneklemesi i¢in e-NOSgen ekspresyon miktarlart agisindan

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi
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Flep distalinden alinan doku 6rneklerinde, VEGF gen ekspresyon miktarlarinin

gruplar arasinda karsilagtirilmasi (Tablo 35 — Grafik 9)

Tablo 35
VEGF
SHAM KONTROL 1
DAMAR SF 0,909
DAMAR BTx-A 2,083
FLEP SF 1,184
FLEP BTx-A 1,894
DAMAR++FLEP SF 0,921
DAMAR++FLEP BTx-A 2,395
Grafik 9
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x ve z: Distal doku 6rneklemesi i¢in, VEGFgen ekspresyon miktarlari agisindan diger

gruplara gore istatistiksel olarak anlaml fark bulundu.

x i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,009
y i¢in sham grubuna goére P(H1)=0,124
z i¢in sham grubuna gore P(H1)=0,020
X, y ve z kendi aralarinda karsilastirildiginda

x ile y karsilagtirildiginda P(H1)=0,111
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y ile z karsilagtirildiginda P(H1)=0,030
x ile z karsilastirildiginda P(H1)=0,949

y ile z arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
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VTARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde, flep mikrodolasimi hakkindaki bilgilerin ve mikrocerrahi tekniklerin
gelismesi sayesinde, serbest doku aktariminda basari oran1 % 91-99 arasinda degigsmektedir.
Bununla beraber, dolagim sorunlarina bagl parsiyel ve/veya total flep kayiplarinin 6niine tam
olarak gecilememektedir. Tagliacozzi’nin 16.yy’da mekanizmasini tam olarak anlamadan
gerceklestirdigi ilk geciktirme islemlerinin iizerinden 400 yil gibi uzun bir siire gegmesine
ragmen fizyopatolojisi tam olarak aciklanamamistir. Geciktirme fenomeni hem pedikiillii
fleplerin yasayabilirligini arttirabilmek hem de serbest flepler de dahil tiim fleplerde komsu
anjizom bolgelerini flebe dahil ederek, flep boyutlarini arttirmak i¢in halen ilk tercih edilen

islem olma 6zelligini korumaktadir.®”

Angel ve ark. geciktirme fenomeninin klinikteki kullanim amacini; bilinmeyen bir flebi
yasayabilir hale getirmek, bilinen bir flebin dolasimini arttirarak yasayabilir sinirlarini

arttirmak olarak tarif etmistir.'*

Geciktirme fenomeninin baslaticisinin “subletal iskemi” oldugu diisliniilmekte ve buna ek
olarak etkin olan diger mekanizmalar “A-V sant” larin kapanmasi, dokularin hipoksik
degisikliklere alismasi, “bogulmus” damarlarin vazodilatasyon ile agilmasi, sempatektomi
etkileri sonucu flebe giden kan akiminin artmasi seklinde Ozetlenebilir. Bu hipotezler
dolasima salinan katekolaminlere ve perfiizyon basincindaki azalmaya bagh “ A-V sant”
larin kapanmasi, flebin ilerleyici iskemi ve inflamasyonuna neden olan arasidonik asit
metabolitlerine, vazodilatasyonla sempatektomi ve denervasyon hipersensitivitesine
dayandirilmis, fakat metabolik  degisiklikleri  yoneten  faktérler tam  olarak

aydinlatilamanugtir,-' >4
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Geciktirme sirasinda, flepteki arteriyel akimda degisiklikler oldugu hem histolojik hem de
mikrokiire perfiizyon teknigi ile yapilan calismalarda gdsterilmigtir,>*>%0%76-78.79.133.145.146
Geciktirilmis fleplerde, vazokonstriiksiyonla baslayip sonra vazodilatasyon ve damar duvar
hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi ile devam eden yap1 degisiklikleri goriilmektedir. Flep
boyunca gelisen damarlarin organizasyona, “bogulmus” damarlarin akima agik hale gelmesi

ve buna bagl komsu anjiozomlarla baglantinin artmasi eslik etmektedir.'*!>%7>-148

Geciktirme isleminde vazodilatasyona sebep olan faktor ve/veya faktorler nelerdir? Kan
basimncinin  “fiziksel germe” etkisi ve hipoksinin vazodilatasyona katkist oldugu

3

diisiiniilmektedir.'* Buna ek olarak sempatik sinir sistemi aktivitesinin ortadan

kaldirilmasinin da vazodilatasyona katkis1 bilinmektedir.

Geciktirme fizyopatolojisini hipoksinin tetikledigi yeni damar olusumuna baglayan
76,85,148,149 e

aragtirmacilar bu konuda c¢aligmalar yayinlamiglardir. Ancak giiniimiizde halen,

hipoksinin yeni damar olusumunu baslatma mekanizmasi tam olarak agiklanamamuistir.

Geciktirme isleminin iki basamakli olmasi, ameliyat risk ve tedavi maliyetlerini

arttirmaktadir. Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak amaciyla geciktirme fenomeninin olasi

mekanizmalarmi1  taklit edecek farmakolojik ajanlar arastirilmis ve literatiirde

-89,144,1
yaymlanmugtyr 605059144130

Anjiogenez; yeni kapiller olusumu i¢in endotel hiicrelerinin harekete gecmesi, go¢ etmesi
ve cogalmasini gerektiren, normal kosullarda eriskin bireylerde nadiren gerceklesmesine
ragmen, timor olusumu, romatoid artrit ve diyabetik retinopati gibi patolojilerde kontrolsiiz
sekilde gerceklesen fizyolojik bir mekanizmadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda bazi

biiyiime faktorlerinin direkt veya indirekt sekilde anjiogenezi uyardigi saptanmugtir.>' '

Biiyiime faktorleri, kendilerine duyarli hiicrelerin biyolojik aktiviteleri iizerinde reseptor

yoluyla etkilerini gosteren, kiigiik proteinler veya glikoproteinlerin olusturdugu sitokinlerdir.
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Tek baslarina etki gosterebildikleri gibi, bir kismi sinerjistik etkilesim yolaklarini kullanir. Bu
bliylime faktorleri arasinda, VEGF “vascular endothelial growth factor”, PDGF “platelet-
derived growth factor”, bFGF “basic fibroblast growth factor” ve TGF-B “transforming
growth factor” en iyi bilinen ve {izerinde en ¢ok aragtirma yapilan ajanlardir. Bu faktorler
arasinda anjiogenezi en potent sekilde uyaran ve hipoksi ile salimimi tetiklenen faktor

VEGE’dir.>*®

Anjiogenez, yara ve kemik iyilesmesi tizerindeki etkilerinin gosterilmesinden sonra
bliylime faktorleri ¢ok sayida caligmada daha detayli sekilde arastirilmis ve iskemik deri

1-84,144,1
IS8T Baz1  arastirmacilar

fleplerinde, flep yasayabilirligini arttirdig1 gosterilmistir.
yaptiklar1 caligsmlara dayanarak neovaskiilarizasyonun flep yasayabilirligine etkisi olmadigin
iddia etmisler ancak Brown yaptig1 bir ¢alismada anjiogenezi uyaran bir protein olan PDGF’ii
kullanarak flep kanlanmasin arttirip pedikiil ayirma zamaninin kisaltilabilecegini 6ne stirmiis
ve yine bagka arastirmacilar tarafindan anjiogenik molekiiller olan PDFG, VEGF, bFGF,
TGF-p vb. kullanarak flep yasayabilirliginin arttirilabildigini kanitlamuglardir ®'-8%14+138-161
Biiyiime faktorlerinin adenoviriisler yolu ile iskemik dokulara transfeksiyonu hayvan
deneylerinde olumlu sonuglar vermekte ve klinikte iskemik fleplerin tedavisinde gelecek icin
{imit vaat etmektedir. >'**'** Farmakolojik ajanlar yolu ile iskemik dokulara dogru olan yeni
damar olusumunun arttirilmasinin miimkiin oldugu gdosterildikten sonra bu konuya olan ilgi

.. 2,152-154,159,162-1
artmis ve “terapotik anjiogenez” kavramni ortaya atmigtyr,”>!>19%139.162-166

VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU

Damar gecirgenligini degistirmesi {izerine olan kuvvetli etkisinden dolay1 ‘vaskiiler
permeabilite faktorii’olarak da adlandirilan VEGF, arter, ven ve lenfatiklerden koken almis
mikro ve makrovaskiiler endotel hiicreleri i¢in dogrudan mitojeniktir. Bunun yaninda, yara

iyilesmesinde ¢ogalma evresindeki anjiyogenik etkiden sorumludur. Zhang ve ark. iskemik
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yaralarda egzojen olarak uygulanan VEGF’in anjiogenezi uyardigi ve gerim giiciini
arttirdigmi  gostermistir.” VEGF’in gosterdigi bu fizyolojik etkilerin yanminda patolojik
hadiselerde de rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle bazi inflamatuar hastaliklarn
fizyopatolojisinde, kanser kitlesinin  biliylimesinde, malign karakterli tlimorlerin

metastazlarinda anjiogenezi arttiric etkisi ile suglanmaktadir.*'**

Ekzojen uygulanan VEGF’in bolgesel anjiogenezi uyararak aksiyel paternli deri fleplerinin
geligiglizel kanlanan uzantilarinin sagkalimini, kontrol grubuna goére arttirdigi birgok

calismada tespit edilmistir.*

Padubidri ve Browne arter icine tek doz VEGF-A 65 uygulamasinin aksiyel paternli flebin,
geligiglizel kanlanan uzantisinda doku kayb1 alanini azalttigini, sag kalan flep alanimin % 20

oraninda arttigim bildirmislerdir.*

Zhang, Banbury, Kryger ve Padubidri gibi arastirmacilarin kas ve/veya deri fleplerinde
uygulandiginda flep sagkaliminda artis saptamislardir. Iskemik ekstremitelere uygulandiginda

damarlanmay1 arttirdig1 gosterilmigtir,*’-081:8% 144165167

Shen ve ark. VEGF’in, serbest radikal olusumunu engelleyen ve giiglii vazodilatasyon

saglayan nitrik oksit (NO) tiretimini uyardig gosterilmistir.”!

Flep proksimalinden almman doku oOrneklerinde BTx-A uygulanan 3.,5. ve 7. deney
grubunda VEGF gen ekspresyonunun, sham kontrol ve kontrol gruplarina gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi.

Flep distalinden alinan doku orneklerinde BTx-A uygulanan 3. ve 7.deney grubunda
VEGF gen ekspresyonunun, sham kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu tespit edildi.
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Bu bulgular gostermistir ki BTx-A’nin perivaskiiler(grup 3) ve perivaskiiler + flep(grup 7)
icine uygulandig1 gruplarda VEGF sentezi artmakta, buna bagl anjiogenez ve vazodilatasyon

ortaya ¢ikmakta bu sayede flep yasayabilirliginin artmasina katkida bulunmaktadir.

NITRIiK OKSIT

Nitrik oksit (NO) son yirmi yilda bilimsel varlig1 taninan ve giiniimiize kadar popiilaritesi
giderek artan, lizerinde ¢ok sayida arastirma yapilan, bir¢ok biyolojik olayda énemli rolii olan,
bir serbest radikaldir. NO’nun L-argininden sentezlendigi kesfedilmis ve NO sentezi

reaksiyonunu gergeklestiren enzime ise NOS adi verilmistir.”>=*

NOS’in genetik olarak farkli {i¢ izo-formu tespit edilmistir. Bunlar; diisiik miktarda
iiretilerek vaskiiler toniisii ayarlayan bir konstitutif endoteliyal izoform (e-NOS), yine diisiik
miktar {iretilen sinaptik sekillenme ve ndrotransmisyonu diizenleyen bir konstitutif ndronal
izoform (n-NOS) ve yiiksek miktarda iiretilerek, immiin/inflamatuar olaylarda rol alan ve
hiicre aracilt immiin cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (i-NOS)'dur. n-NOS
ve e-NOS izoenzimleri NO iiretimi igin Ca™* kalmodulin kompleksine bagimlidir, buna karsin

i-NOS bundan bagimsizdir.”*®

NO, lipofilik bir madde oldugu i¢in vaskiiler endotelden diiz kas hiicrelerine kolaylikla
difiize olarak, damar diiz kasinda “Guanilat Siklaz1” aktive eder. cGMP diizeyini arttirarak
vazodilatasyon saglar. Ayrica hiicre i¢i Ca™ diizeyini ve miyozin hafif zincirin
defosforilasyonunu azaltarak dilatasyona katkida bulunur. Endotel yiizeyindeki adezyon

(yapisma) molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek endoteli korur.

NO, cGMP araciligtyla trombositlerin hem aggregasyonunu hem de adezyonunu inhibe
ederek trombus olusumunu engeller. Trombiis olusmus ise, vazodilatasyonla lokal

homeostaza katkida bulunur. Plazminojene etki yapip fibrinolizi arttirir. Bu etkilerinde
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prostasiklin ile sinerjistik etki yapar.Flep proksimalinden alinan doku o6rneklerinde BTx-A
uygulanan 3.,5. ve 7. deney grubunda i-NOS gen ekspresyonunun, sham kontrol ve kontrol

gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi.

Flep distalinden alinan doku oOrneklerinde BTx-A uygulanan 3. ve 7.deney grubunda i-
NOS gen ekspresyonunun, sham kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yiiksek oldugu tespit edildi.

Bu bulgular gostermistir ki BTx-A’nin perivaskiiler(grup 3) ve perivaskiiler + flep(grup 7)
icine uygulandigi gruplarda i-NOS kaynakli NO sentezi artmakta, ve dolayli olarak flep

yasayabilirligini, yarattig1 vazodilatasyon ile artmasina katkida bulunmaktadir.

NITRIT-NIiTRAT

Ortamda ortaya ¢ikan NO’in metabolitleri olan nitrit ve nitrat diizeyinin OSl¢limii
arastirmada ortaya konulan genetik, histolojik sonuglarin saglamasinin yapilabilmesi amaci ile

HPLC yontemi ile dl¢lilmiistiir.

Degerlendirme sonucunda caligmanin 10. gilinlinde flep distalinden alinan orneklerden
Olciimleri yapilan nitrit ve nitrat miktarlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda,calisma
gruplar1 olan grup 3,5 ve 7°de nitrit ve nitrat miktarlarinin kontrol gruplarina gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde farkli oldugu tespit edildi.

Bu caligsmada, pedikiillii bir flepte BTx-A’nin, pedikiil ¢evresine, flep i¢cine ve hem pedikiil
cevresine hem de flep icine uygulamasinin flep yasayabilirligini arttirma ihtimali ve eger
boyle bir etkisi varsa, uygulama alanlar1 arasindaki farklarin, kontrol gruplari ile

kargilastirilarak  degerlendirilmesi  planlandi. BTx-A’nin  flep yasayabilirligi iizerine
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katkilarinin varligi ve etkinin mekanizmalar1 iizerinde duruldu, farmakolojik olarak

geciktirme iglemi saglama olasilig1 aragtirildi.

Bu deneysel ¢alismada flep modeli olarak sican karin flebi tercih edildi. Bu model, hem
flep sagkaliminin degerlendirilmesinde hem de geciktirme fenomeninin ¢alismasinda oldukga

iyi bilinmektedir."'

Flebin normalden biiylik tasarimi ve bir taraftaki epigastrik damarin
kesilmesi, flepte sagkalim ve geciktirme etkisinin degerlendirmemizi saglayacak gelisigiizel

kanlanan bir bslge olusturmaktadir.'*®

Flep yasayabilirligini degerlendirme yontemleri arasinda en sik kullanilanlardan birisi,
nekroz alanlarmin, tim flep boyutuna gore ylizde olarak hesaplanmasidir. Gruplara gore
hesaplamalar yapildiginda ¢alisma gruplart olan grup 3, 5 ve 7’de flep nekroz alanlarinin
kopntrol gruplarina gore belirgin derecede daha az oldugu tespit edildi. Bu 3 grup kendi
icinde karsilastirildiginda grup 3 ve 7°de nekroz yiizdeleri birbirine yakin ve grup 5’ten daha

az olarak bulundu.
PECAM ve e-NOS
PECAM Immiinreaktivite Degerlendirme Sonucu

Vaskiiler dansite agisindan en az damar ve kapiller yapilar ile karsilasilan ve PECAM
immiinreaktivitesinin en zayif oldugu gruplarin, flep proksimalinden yapilan incelemelerde
sirastyla, grup 1, 2 ve 6, flep distalinden yapilan incelemelerde sirasiyla ise grup 1, 2 ve 6
oldugu belirlendi. BTx-A’nin hem perivaskiiler hem de flebe uygulandigi grup 7°de
vaskiilogenezin en yogun diizeyde oldugu saptandi. Bunu distal ve proksimallerde ayni olmak
iizere grup 3 ve 5 izledi. Yapilan degerlendirmede, BTx-A’nin damar g¢evresi ya da flebe
herhangi bir sekilde uygulanmasinin vaskiilogenezi kesin olarak arttirdig1 diistiniildii. Hem
damar sayim degerleri, hem de PECAM immiinreaktivite yogunlugu bu bulgularin gostergesi

olarak kabul edildi. Tiim gruplarin distallerinde ise genel olarak; nekrozun gostergesi olan
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lenfosit infiltrasyonu belirgin olarak izlendi. Lenfosit infiltrasyonu proksimal kesitlerde
sadece bazi gruplarda ve yer yer goriildii. Distallerde belirgin bir nekroz oldugu kabul edildi
ancak bu durumun az da olsa siire gelmekte olan vaskiilogenezi engellemedigi kanisina
varildi. BTx-A uygulamasmin proksimallerde daha c¢ok olmak iizere, distallerde de

vaskiilogenezi indiikledigi sonucuna varildi.
e-NOS Immiinreaktivite Degerlendirme Sonucu

Calismamizda anjiyogenez diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir molekiil olarak karsimiza
¢ikan nitrik oksit sentezinde onemli rolii olane-NOS immiinreaktivitesi degerlendirilmistir.
Yapilan c¢alismalarda endoteliyal nitrik oksit sentazin hiicre proliferasyonunu ve
migrasyonunu artirdig1 ancak nitrik oksit sentaz inhibitorlerinin yara iyilesmesini bozdugu
bildirilmistir. Anjiyogenezin temelini olusturan, vaskiiler endoteliyal hiicrelerin mitozunda
onemli role sahip olan VEGF’ nin NO f{iriinii endotelyal nitrik oksit sentaz (e-NOS) proteini
tarafindan artirilldig1 da bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda da, deney gruplari arasinda e-NOS
immiinreaktivitesi degerlendirildiginde; BTx-A uygulamasi yapilan gruplar, serum fizyolojik
uygulanan ve sadece flebin kaldirildigt gruplarla karsilastirildiklarinda, e-NOS
immiinreaktivitesinin BTx-A uygulamasi ile arttigi saptanmistir. Vaskiilogenez sirasinda
dokuda artig gosteren VEGF tarafindan indiiklendigi bilinen ve endotel hiicrelerince salinan e-
NOS immiinreaktivitesinin yiiksek oldugu BTx-A deney gruplarinda vaskiilogenezin artmis
oldugu kanisina varilmistir. Bulgular incelendiginde BTx-A uygulanan gruplarda flep nekroz
alanlarmin kontrol gruplarina oranla daha az oldugu tespit edildi. BTx-A uygulanan gruplarda
yapilan genetik incelemede i-NOS ve VEGF gen ekspresyonlarinin, histolojik incelemede
damar sayisi, PECAM ve e-NOS boyama oranlarinin, biyokimyasal incelemede nitrit-nitrat
miktarlarinin, lazer dopler flowmetri 6lgiimlerinde kan akim hizinin diger gruplara oranla
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi. BTx-A uygulanan gruplar

kendi arasinda karsilagtirildiginda grup 3 ve 7’nin, grup 5’gore flep nekroz alanlarinin daha
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az, i-NOS ve VEGF gen ekspresyonlarinin, damar sayisinin, kan akim hizinin daha yiiksek

oldugu tespit edildi.

Elde edilen veriler gostermistir ki BTx-A’nin pedikiillii bir flepte uygulama yerinden
bagimsiz olarak yasayabilirligi arttirdig: tespit edildi. Ancak perivaskiiler uygulamanin, flep
icine uygulamaya gore, flep yasayabilirligine katkisinin daha fazla oldugu sdylenebilir. Grup
7°de oldugu gibi kombine(perivaskiiler+flep) uygulamalarda ise flep yasayabilirligini arttiric

etkinin en yiiksek oldu tespit edildi.

BTx-A’nin sagladig1 sempatektomi ile yarattigi vazodilatasyon ve anjiogenezi uyarici

etkisi ile farmakolojik olarak geciktirme etkisi saglayabilecegi gosterilmistir.

Bu sonuglar 15181inda BTx-A uygulamasi ile gelisigiizel kanlanan ve pedikiillii fleplerin
yasayabilirlik oranlarinin arttirilmasi, biiyiik doku defektlerinin rekonstriiksiyonunda
kullanilmas1 planlanan flep boyutunun arttirilmasi, flep prefabrikasyonu ve geciktirilmesinde
hem boyut arttirilmast hem de bekleme siiresinin kisaltilmast amaci ile kullanilabilecek bir

madde oldugu sdylenebilir.
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VI OZET

Geciktirme etkisini farmakolojik olarak saglayabilecek bir madde arayisi siirmektedir.
Literatiirde gelisigiizel kanlanan ve pedikiillii fleplerde BTx-A ile flep yasayabilirliginin
arttirlldigina dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismada, pedikiilli bir flepte BTx-A’nin,
pedikiil ¢evresine, flep igine ve hem pedikiil ¢cevresine hem de flep igine uygulandi. BTx-
A’nin flep yasayabilirligine etkisi, uygulama alanlar1 arasindaki farklarin varligi kontrol
gruplar ile karsilastirilarak degerlendirildi. BTx-A’nin flep yasayabilirligine etkisi ve etkinin
mekanizmalar iizerinde duruldu, farmakolojik olarak geciktirme islemi saglama olasilig

arastirildi.

Epigastrik flep modeli olusturulan 42 adet sigan 7 gruba ayrildi. Grup 1’de (n=6)
calismanin 3. giiniinde flep tek pedikiil lizerinde kaldirild1 ve yerine iade edildi. Grup 2’de
(n=6) grup 1’e uygulanan isleme ek olarak 0. giinde perivaskiiler serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi. Grup 3’de (n=6) grup 1’e ek olarak 0. giinde perivaskiiler BTx-A
uygulandi. Grup 4’te (n=6) grup 1’e ek olarak 0. giinde flep i¢ine serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi. Grup 5’te (n=6) grup 1’e olarak 0. giinde flep i¢ine BTx-A enjeksiyonu
yapildi. Grup 6’da (n=6) grup 1’e ek olarak 0. giinde hem perivaskiiler hem de flep igine
serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Grup 7°de (n=6) grup 1’e ek olarak 0. giinde hem

perivaskiiler hem de flep igine BTx-A enjeksiyonu yapildu.

Calismanin 0. giiniinde yapilan enjeksiyonlar1 takiben 3. giinde cerrahi islem uygulandi.
Cerrahi sirasinda epigastrik damar, flep proksimali ve distalinden lazer dopler flowmetre ile
kan akim hizlar1 6l¢iildii. Flep proksimal ve distalinden histolojik ve biyokimyasal inceleme
icin Oornekler alindi. Calismanin baslangicindan 10 giin sonra flep nekroz alanlar fotografik
teknikle olgiildii, flep proksimal ve distalinden histolojik ve biyokimyasal inceleme ig¢in

ornekler alindi, yine ayn1 giin genetik degerlendirme i¢in 6rnek alindi.
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Bulgular incelendiginde BTx-A uygulanan gruplarda flep nekroz alanlarmin kontrol
gruplarina oranla daha az oldugu tespit edildi. BTx-A uygulanan gruplarda yapilan genetik
incelemede i-NOS ve VEGF gen ekspresyonlarinin, histolojik incelemede damar sayisi,
PECAM ve e-NOS boyama oranlarinin, biyokimyasal incelemede nitrit-nitrat miktarlarinin,
lazer dopler flowmetri 6lgiimlerinde kan akim hizinin diger gruplara oranla istatistiksel olarak

anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edildi.

BTx-A uygulanan gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda grup 3 ve 7’nin, grup 5’gore
flep nekroz alanlarinin daha az, i-NOS ve VEGF gen ekspresyonlarinin, damar sayisinin, kan

akim hizinin daha yiiksek oldugu tespit edildi.

Elde edilen veriler 15181nda BTx-A’nin pedikiillii bir flepte uygulama yerinden bagimsiz
olarak yasayabilirligi arttirdig1 tespit edildi. Ancak perivaskiiler uygulamanin, flep igine
uygulamaya gore, flep yasayabilirligine katkisinin daha fazla oldugu sdylenebilir. Grup 7°de
oldugu gibi kombine(perivaskiiler+flep) uygulamalarda ise flep yasayabilirligini arttirici

etkinin en yiiksek oldu tespit edildi.

BTx-A’nin sagladigi sempatektomi ile yarattigi vazodilatasyon ve anjiogenezi uyarict

etkisi ile farmakolojik olarak geciktirme etkisi saglayabilecegi  gosterilmistir.
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VII SUMMARY

Searching the substance which provides delay effect pharmacologically is still in progress.
Few studies presence successful results on flap viability by BTx-A in gelisigilizel kanlanan
and pedicled flaps to take place in literature. In this study BTx-A applied perivascular area,
into the flap and both respectively. We investigatethe effect of BTx-A on flap viability and
presence of differencesat varied application areas and the influence of mechanism and the

possibilty to provide delay effect pharmacologically.

Epigastric flap model was used in 42 rats and seperated into 7 groups. Group 1 (n=6)
unipedicled flap was elevated and returned into same position in study day 3. Group 2 (n=6)
in study day O perivascular saline injected and in study day 3 same surgical procedure was
performed. Group 3 (n=6) same procedure was performed at group 2 but BTx-A injected as
perivascular area instead of saline. Group 4 (n=6) saline injected into the flap only in study
day 0 and in study day 3 same surgical procedure was performed. Group 5 (n=6) BTx-A
injected into the flap only in study day 0 and same surgical procedure was performed in study
day 3. Group 6 (n=6) saline injected into the flap and perivascular area both in study day 0
and same surgical procedure was performed in study day 3. Group 7 (n=6) BTx-A injected
into the flap and perivascular area both in study day O and same surgical procedure was

performed in study day 3.

Blood stream velocity measured during surgery by laser doppler flowmeter. Sample
obtained proximal and distal part of the flap for histological and biochemical assessment in

study day 3.
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In the study day 10, flap necrosis rates measured photographically. Samples obtained
proximal and distal part of the flap for histological and biochemical assessment. Also same

time another sample obtained for genetical evaluation.

When examine the findings at BTx-A applied groups we observed less flap necrosis in
accordance with control groups. Additionally, genetical evaluation revealed increased i-NOS
and VEGF gene expression levels, histological evaluation revealed increased count of vessels,
PECAM and e-NOS immunostaining, biochemical evaluation revealed increased nitrite and
nitrate quantity and laser doppler flowmetric blood stream velocity measurements

increased.This values are statistically significant in BTx-A applied groups than controls.

While BTx-A applied groups compared itself, group 3 and group 7 had less flap necrosis
rates and more i-NOS and VEGF gene expression levels, count of vessels, blood stream

velocity confirmed than group 5 .

In the light of these findings BTx-A increased pediculated flap viability independently
from application area. But we may dictate perivascular application of BTx-A has more
positive effect on flap viability according to flap application. In combined(perivascular and

flap) application such as group 7 has most positive effect on flap viability.

This study demonstrates that BTx-A application provide delay effect pharmacologically by

sympathectomy welded vasodilatation and stimulatory effect on angiogenesis.
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