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ONSOZ

“Rat TRAM Kas-deri Flebinde Spinal ve Epidural Anestezinin Iskemi ve
Reperfiizyon Hasar1 Uzerine Etkilerinin Karsilastirilmasi” adli uzmanlik tezi Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali
Baskanliginin 15 Mart 2010 giin ve 201 sayili yazisi ile verilmis, 31 Mayis 2010
tarih ve 2010/11 sayi ile etik kurul onay1 alinip ¢alismaya baslanmistir.

Bu calismada transvers rektus abdominis myokiitan flep modeli kullanilarak
vaskiiler pedikiillii saglam iskelet kasi1 olusturulup spinal ve epidural anestezinin
iskemi-reperflizyon hasarimi azaltict  etkileri  karsilastirilmistir.  Literatiirdeki
calismalar incelendiginde iskemi-reperefiizyon hasarini azaltmasi amaciyla bir ¢ok
ajan ve fiziksel yontem kullanilmasina ragmen anestezik tekniklerle ilgili yapilan
calismalarin neredeyse hi¢ olmadigi ve Ozellikle mikrocerrahi ve rekonstriiktif
prosediirler amaciyla kullanilan bu yontemlerle ilgili ayrintili ¢alismalara ihtiyag
duyuldugu gozlenmektedir. Yapilacak bu c¢alisma herhangi bir nedenle kas
dokusundaki olusan iskemi ve reperfiizyon hasarini azaltmada alternatif bir tedavi

yontemi olarak listedeki yerini alacagi diisiiniilmektedir.

Uzmanlik egitimim boyunca ve bu calismanin gerceklestirilmesinde ¢ok
degerli destek ve yardimlarini gordiigiim, bilgi ve gorgiisiinden yararlandigim
Anabilim Dali Baskanimiz Dog¢. Dr. Mehmet Bozkurt’a, biyokimyasal analizleri
gerceklestiren Prof. Dr. Fatma Birgiil Isik ve Ars. Gor. Dr. Beri Hocaoglu
Bozaslan’a, histopatolojik preparatlarin  degerlendirilmesini ve incelenmesini
iistlenen Yrd. Do¢. Dr. Ugur Firat’a, elde edilen bulgularin yorumlanmasinda ve
istatiksel degerlendirmelerde yardimlarmi esirgemeyen Prof Dr. Omer Satict’ya,
deney hayvami laboratuvari g¢alisanlarina, tiim uzmanlik 6grencisi arkadaslarima,
klinik gorevli arkadaglarima, her zaman bana destek olan sevgili anneme ve babama
ve sevgili ablama, her an yanimda olan sevgili esim Esin’e ve oglum Mehmet Efe’ye

sonsuz saygl, sevgi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.



OZET

Amag: Iskemi ve reperfiizyon hasarimi azaltmada olumlu etkileri oldugu ileri siiriilen
spinal ve epidural anestezinin; deneysel olarak serbest kas aktarimini ifade eden bir

modelde iskemi reperfiizyon hasari iizerine etkilerini incelemektir.

Metod: Calismada 40 rat dort gruba ayrildi. Birinci grup (n=10) iskemi yapilmayan
grup (Sham), ikinci grup iskemi reperfiizyon grubu (I/R, kontrol, n=10 ), iiciincii
grup (n=10) epidural anestezi grubu, doérdiincii grup (n=10) spinal anestezi grubuydu.
Deneklerde tiim gruplarda TRAM kas-deri flebi olusturulup sonrasinda sham grubu
hari¢ tiim gruplarda dort saatlik normotermik no-flow iskemi, iki saatlik reperfiizyon
uygulandi. Cerrahi sonrasinda alinan biyopsilerde hyalinizasyon, niikleer degisiklik
ve enflamasyon Ol¢iimleri ile histopatolojik ve total antioksidan statii (TAS), total
oksidatif stress (TOS), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) ve PON o6l¢iimleri
ile biyokimyasal degerlendirme yapildi.

Bulgular: Biyokimyasal incelemede epidural grubunda MDA diizeylerinin I/R
grubuna goére anlaml seviyede diisilk, PON seviyesinin ise anlaml sekilde yiiksek
oldugu saptanmistir (p:0.037, p:0.028). Spinal grubunun total oksidatif stress
diizeylerinin epidural grubundan anlamli sekilde yiiksek oldugu, I/R grubunun da
TOS diizeylerinin epidural grubundan anlamli sekilde ytliksek oldugu saptanmistir
(p:0,045; p:0,001). Epidural grubunun total antioksidan kapasite diizeylerinin spinal
ve I/R gruplarindan anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (p:0,001; p:0,001).
Gruplar arasinda nitrik oksit seviyeleri arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05). Patolojik incelemede spinal grubunda minimal enflamasyon bulgulari
epidural grubuna gore daha yiliksek saptandi (p:0.001). Spinal grubunda niikleer
degisiklik oran1 I/R ve Epidural grubuna goére daha yiiksek saptandi (p<0.01).

Gruplar arasinda hyalinizasyon agisindan anlaml farklilik saptanmadi (p>0.05).

Sonu¢: Calismadan elde edilen bulgular sonucunda, epidural anestezinin iskemi
reperfiizyon hasarini azaltmada spinal anesteziden daha etkili ve yararli bir anestezik
yontem oldugu ve klinik uygulamalarda giivenle kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
Anahtar kelimeler; iskemi-reperfiizyon, epidural anestezi, spinal anestezi, kas flebi,

mikrocerrahi



ABSTRACT

The Effects of Ischemia-Reperfusion (I/R) Injury and Epidural/Spinal
Anaesthesia on Transvers Rectus
Abdominis Musculocutaneous (TRAM) Flap: Experimental Study

Background: In microsurgical procedures, the choice of appropriate anaesthetic
technique is important for providing surgical success. The purpose of this
experimental study is to compare spinal and epidural anaesthesia on the rat TRAM
flap model which is denotative of experimental muscle flap transfer

ischemiareperfusion injury.

Method: Fourty male Sprague-Dawley rat was divided into 4 experimental
groups containing 10 animal each. Animals were divided into Group I (Sham, n=10),
group II (I/R, spinal anaesthesia, n=10), Group III (I/R, Epidural anaesthesia, n=10)
and Group 1V (I/R, control, n=10). TRAM musculocutaneous flap was occured in all
groups. At the end of the surgery; hyalinization, nuclear changes and inflammation
rates for histopathological evaluation and total antioksidan state (TAS), total
oxidative stress (TOS), malonyldialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), paraxonase
(PON) measurements for biochemical evaluation were evaluated on tissue samples

obtained from muscle tissue.

Results: Biochemical investigations showed that MDA level was significantly
lower in epidural group when compared with I/R group and PON level was
significantly higher in epidural group when compared with I/R group (p:0.037,
p:0.028). TOS level significantly increased in spinal group when compared with
epidural group and in I/R group when compared with epidural group (p:0,045;
p:0,001). In epidural group, TAS level was significantly higher than spinal, I/R
groups (p:0,001; p:0,001). There was no significant difference between of groups in
terms of NO level (p>0.05). Pathological evaluation showed that minimal
inflammation findings were significantly higher in spinal group comparing with
epidural group (p:0.001). Nuclear change rate was significantly higher in spinal
group when compared with I/R and epidural group (p<0.01). There was no

significant difference between groups in terms of hyalinisation (p>0.05).



Conclusion: In the presented study, MDA level, basic derivative of lipid
peroxidation; and oxidative stress significantly decreased in epidural anaesthesia. In
other words, epidural anaesthesia provide more efficient free radical scavenger by
increasing total antioxidant capacity. Histopathologically, nuclear migration to
center, hyalinization wtih globuler changes, degeneration of fibers and inflammation
is seen during I/R injury. Our findings indicate that epidural anaesthesia can be
considered as a suitable choice of anaesthetic method for decreasing ischemia

reperfusion injury of muscle flaps.

Key words: Muscle flap, Ischemia-reperfusion injury, epidural anesthesia, spinal

anesthesia, microsurgery
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DUSAM; Dicle Universitesi Prof. Dr. Selahattin Payzin Deneysel Arastirma
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KD; Ksantin dehidrogenaz
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LT; Lokotrien
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NF-kB; Niikleer transkripsiyon faktorii
PAF; Platelet activating factor (Trombosit aktivite edici faktor)
PGET1; Prostaglandin E1

PECAM 1; Platelet-endothel intercellular adhesion molecule (Trombosit endotel

hiicresi adezyon molekiilii)

PDGF; Platelet derived growth factor (Trombosit eldesi biiylime faktorii)
PNL; Polimorf niiveli 16kosit
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SOD; Siiperoksit dismutaz
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TGF; Transforming growth factor (transforme edici biiyiime faktorii)
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1. GIRIS ve AMAC

Iskemi reperfiizyon hasar1 rekonstriiktif cerrahide, replantasyon cerrahisinde ve
reeksplorasyon yapilan vakalarda 6nemli bir problemdir (1). Komatsu ve Tamai’nin
1965°de total ampute bagparmakta replantasyonu gerceklestirmelerinden sonra
reperfiizyon hasar1 gilincellesmistir. Bas-boyun, meme, alt ve {iist ekstremite
rekonstriiksiyonunda uygulanan pedikiillii kas-deri fleplerinde %25°e varan oranda
kismi flep nekrozu bildirilmistir. Sonu¢ olarak bu komplikasyonlar sebebi ile
hastanin gecirecegi ameliyat sayisi, hastanede kalig siiresi, maruz kaldig1 ekonomik,
fizyolojik ve psikolojik stres artmakta, ekstremite kaybi ve Olim

gerceklesebilmektedir (2,3).

Kas fleplerinde flep kaybi; enfeksiyon, arterioskleroz, hipotansiyon,
malniitrisyon gibi sistemik; basi, gerginlik, anastomozda tromboz, pedikiilde
katlanma gibi lokal dis nedenlerle veya yetersiz besleyici akim gibi bir i¢ nedenle
gerceklesebilir (4,5,9,11,17). Hatali flep dizayn1 nedeniyle perfiizyonda yetersizlik ve
kismi flep nekrozu olusabilir. Bolgede vaskiiler destegin flebe dahil edilmesi ile
yasayan flep alaninda artis saglanabilmektedir (14). Cerrahi geciktirme isleminin,
flep yasam alanini, olusturdugu hipoksiye yanit olarak anastomotik baglantilarin
acilmas1 ile arttirdigi gosterilmekle birlikte iki ayr1 operasyon gerektirmesi

kullanimimi sinirlamaktadir (21).

Iskemiye bagli hasarmn siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili
olup, hiicrenin tipi, yaralanmaya kars1 hassasiyeti, differansiyasyonu, kan ihtiyaci ve
metabolizmasina gore farklilik gosterir. Iskemiye bazi dokular (kemik ve deri)
direncliyken bazilar1 (iskelet kas1 ve barsak mukozasi) ise hassastir (6,7). I-R; artmis
oksidan olusumu, kompleman aktivasyonu, lokosit-endotel-platelet adezyon ve
etkilesimi, mikrovaskiiler gecirgenlik artisi, endotel bagimli vazodilatasyon
disfonksiyonu ve enflamatuvar molekiil (sitokin, kemokin) artis1 ile karakterizedir.
I-R hasar sirasinda 16kosit, endotel, T lenfosit, monosit ve platelet aktivasyon ve
hiicreler arasi etkilesimleri gerceklesmekte olup, hasarin genislemesinde 16kosit-

endotel ve l6kosit-platelet etkilesimleri merkezi rol oynar (8). Reperfiizyon sonrasi



iskemik doku l6kosit gocii ve 16kosit-endotel adezyonu; tiimor nekroz faktor (TNF),
interlokin (IL)-1, platelet aktive edici faktor (PAF), kompleman sistem ve serbest
oksijen radikalleri (SOR) araciligiyla gerceklesir. Aktive olmus 16kositlerin endotele
yapisip intertisyel alana gegisleri; I6kosit yuvarlanma, adezyon ve diapedezi

stireclerini igerir ve diizenli bir sekilde gerceklesir (20).

Kasta iskemi ve reperfiizyon hasarini azaltmak i¢in bir dizi kimyasal ilaglar ve
fiziksel yontemler denenmistir. Bunlar; serbest radikal temizleyiciler (sliperoksit
dismutaz, katalaz, allopiirinol, deferoksamin..vb), trombolitik ajanlar (iirokinaz, doku
plazminojen aktivatorii/TPA), PG-E1, heparin, vitamin C , antienflamatuar ajanlar,
nitrik oksit (NO) dondrleri, eritropoetin, hiperbarik oksijen, kalsiyum kanal
blokerleri, aseliiler fizyolojik yikama solusyonlari, immunsiipresifler (FK- 506,
siklosporin, deksametazon ), hormonlar (dehidroepiandrosteron, progesteron),
notrofil adezyon ve fonksiyon reseptorlerinin antikorlart (CD11/18, ICAM-
I,LPECAM-1, E- selektin, P-selektin) ve biiyime faktorleri (FGF, PDGF,
TGF,VEGF) olarak 6zetlenebilir (9-13,15,16,18). Iskemi reperfiizyon hasar1 nekrozla
sonuglanablecek siddetli bolgesel doku hasar1 ve yiiksek sistemik komplikasyon
oraniyla iligkili olarak gilinlimiizde halen bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(19). Serbest radikal temizleyicilerinin sigan ve insandaki enzim seviyelerinin farkli
olmasi nedeniyle klinik kullanimlar1 uygun degildir. Trombolitik ajanlar, PG-E1,
heparin, aspirin ve steroid klinik ¢aligmalarda kullanilmistir. Tiim bu yontemlerle

kas, kas-deri ve deri fleplerinde sagkalimi arttirmak amaglanmaktadir (9-11,22).

Bununla birlikte anestezik ajanlarin bu hasarda koruyucu etkilerinin bilinmesi
olduk¢a O6nem tasimaktadir (23-30). Kas dokusunda iskemi reperfiizyon hasarinin
operasyon sirasinda kullanilan anestezik ajanlarla azaltilip azaltilmayacagi konusu
son yillarda arastirmacilarin ilgi odag haline gelmistir. Intravendz anestezik propofol
yapist itibariyla fenol bazli serbest radikalleri ortamdan uzaklastirici kimyasallara

benzemektedir. Propofolun hasar1 azaltacak olumlu etkileri aragtirilmistir (30-39).

Anestezi bolgesel kan akimi ve hemodinamiyi kontrol ederek flep cerrahisinde

basariy1 arttiran onemli faktorlerden biri olabilmektedir (40,42). Bolgesel anestezik



yontemlerden spinal ve epidural anestezi analjezik O6zelliginin yam sira periferik
vazodilatasyona bagli kan akiminda artig1 saglayarak oksidatif stresin neden oldugu
serbest oksijen radikali olusumunu onledigi ve iskemi ve reperflizyon hasarinda
yararli oldugu diisiiniilen anestezik yontemlerdir (41,43-46). Bu calisma sonunda
iskemi reperflizyon hasarni azaltmakta etkili oldugu diisiiniilen bu yontemlerin
etkinligi histopatolojik  ve biyokimyasal yoOntemlerle degerlendirilerek tedavi

secenedi olarak uygunluklari ortaya konulacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kas Flepleri

Form ve fonksiyon olusturmak amaci ile kanlanmasi orijinal yerinden ayrilmadan
ya da aktarildig1 yerde devam edecek sekilde bagka bir viicut bolgesine aktarilan

doku parcasina flep denir (4,5).

Flep tiplerinden biri olan kas ve kas-deri flepleri, plastik, rekonstriiktif ve estetik
cerrahi pratiginde sik kullanilan ve hacimsel doku kayiplarin1 kapamada {istiin olan
fleplerdir. Kas fleplerinin radikal mastektomi deformiteleri i¢in lattisimus dorsi kas-
deri flebini kullanan ve tarif eden Tanzini tarafindan 1906 tarihinde kesfedilmistir
(9,11,50) . Morax 1908 yilinda bas ve boyun rekonstriiksiyonu amaciyla tarif ettigi
platizmal kas-deri flebini kesfetmistir. Bakamjian ve Littlewood vaskiilariteyi
arttirmak icin servikal deri fleplerine platizma kasini dahil ettiler (49,51). Hueston ve
Mcconchie ile DesPrez ve arkadaslar1 pektoralis ve lattisimus dorsi kas deri flebini
tarif ettiler. Mathes ve Nahai kaslarin vaskiiler anatomisi iizerinde calisarak kas

flepleri i¢in glinlimiizde de kullanilan bir klasifikasyon tarif ettiler (50,52).

Kas fleplerinin bir ¢ok avantaji vardir. Uzerlerine tasinabilir genis boyutta deri
saglamalarimin yaninda kolayca sekil alabildikleri i¢in diizensiz ve kompleks
yaralarda kullanim1 uygundur (9). Kas fleplerinin en 6nemli avantaji kaslarin genis
kaynakli damarlardan beslenmesine bagli olarak vaskiilaritesinin cilt fleplerinden
oldukca fazla ve giivenilir olmasidir (10-12). Alici sahaya miikemmel derecede
kanlanma sagladigr i¢in kullanildigi bolgede enfeksiyona direnci arttirirlar.
Osteomyelit ilizerinde yararli etkilerini tarif eden bir ¢ok c¢alisma bulunmaktadir.
Ayrica kas fleplerinin giivenli olarak kaldirilmasini ve tahmin edilebilir bir rotasyon

arkini saglayan sabit vaskiiler anatomileri vardir (16,17).

Kas flepleri kanlanma sekillerine gore bes tipte simiflandirilir (Sekil 1).
- Tip I (Tek vaskiiler pedikiil): Tek bir major vaskiiler pedikiilii vardir.



- Tip II (Dominant vaskiiler pedikiill ve mindr pedikiiller): Bu grupta flepler
kaldirilirken, dominant pedikiil korunur ve genellikle mindr pedikiillerin
kesilmesi gerekmektedir. insanda en sik goriilen dolasim tipi budur.

- Tip HI (Dominant pedikiiller): Kas1 besleyen iki adet biiylik vaskiiler pedikiil
bulunmaktadir.

- Tip IV (Segmental vaskiiler pedikiiller): Genellikle esit biiyiikliikte birkag
vaskiiler pedikiil vardir. Her segmental pedikiil kasin bir kismin1 besler. Kisith
bir rotasyon arklar1 vardir.

- Tip V (Dominant vaskiiler pedikiil ve sekonder segmental pedikiiller): Bu tip
kaslarin, yeterli dolasim1 saglayan biiyiik bir vaskiiler pedikiilii ve kasa kars1
taraftan giren sekonder segmental vaskiiler pedikiilleri vardir. Tip V kaslar her

iki pedikiil tizerinde de transfer edilebilirler.

KAS/KAS-DERI FLEPLERININ SINIFLANDIRILMASI

Tensor fasya lata Grasilis  Gluteus maksimus  Sartorius Latissimus dorsi

Sekil 1: Kas fleplerinin kanlanma sekillerine gore Mathes-Nahai siniflamasi

2.2. Rektus Abdominis Kas-Deri Flepleri

Sican rektus abdominis kas flebi insandaki karsiligi ile biiyiik benzerlikler

gosterir. Karnin 6n tarafinda g¢ift serit seklinde sternum-pubis arasinda gerili duran ve



ana islevi govde fleksiyonu olan bu kas ¢ifti insanda kolay hazirlanan ve degisik
rekonstriiksiyon gereksinimlerinde basvurulan 6nemli bir flep sec¢enegidir. Rektus
abdominis kas1 ve epigastrik arterlerin anatomisi 1960 yilinda Milroy ve ark.
Tarafindan ayrintili bir ¢aligmayla ortaya konmus ve sonraki yillarda kullanilacak
rektus abdominis kas ve kas-deri fleplerinin dayanagini olusturmustur (54-56). 1974
yilinda Tai ve Hasegawa tarafindan meme rekonstriiksiyonu igin iist batindan
hazirlanan transvers deri flebi ve 1977 yilinda ise dnce Drever sonra da Mathes ve
Botswick’in ¢alismalar1 siiperior epigastrik damarlardan beslenen rektus abdominis
kas-deri fleplerinin yayginlasmasina onciiliik etmistir. Derin inferior epigastrik arter
tizerinde hazirlanan rektus abdominis kas-deri flebini 1980 yilinda serbest flep olarak

kullanan Pennington ve Pelly’den sonra 1984 yilinda Taylor ve ark.’nin yaptigi

kadavra ¢aligmasi ise inferior epigastrik pedikiillii fleplerin Onciiliigiinii yapmistir

(50,51,60-62,65,68).

Sekil 2: Rektus abdominis flebinde siiperior ve inferior derin epigastrik arterler

Sicanda rektus abdominis kas ve kas-deri flebi modelleri ise 1993 yilinda iki
bagimsiz ekip tarafindan tanimlanmistir (Zhang ve ark.; Dunn ve ark.). Siiperior ve
inferior derin epigastrik damarlar yoluyla iki ucundan kan alan rektus abdominis kas
flebinde daha gii¢lii damar insanda inferior derin epigastrikler iken, siganda siiperior
epigastriklerdir (Sekil 2). Ayrica insandaki kas-deri perforatorleri sicana kiyasla daha

gelismis oldugu icin daha farkli flep planlamalar1 miimkiin olmaktadir. Bununla



birlikte, sicanda da rektus abdominis kas1 ile gercek kas-deri flepleri

hazirlanabilmektedir (67,68).

2.2.1. Anatomi

Karin 6n duvarini olusturan dort kastan dikey dogrultuda yerlesmis olan1 rektus
abdoministir. Klavikulaya kadar tiim sternal kaburga kikirdaklarindan baslayip
asagida simfisis pubise kadar serit seklinde uzanan bir ¢ift kas olan rektus abdominis
govde fleksiyonunda gorev alir. Yanlardan ortaya dogru yelpaze seklinde degisik
yonlerde dagilim gosteren diger ili¢ karin duvari kasi ise en dista eksternal oblik,
ortada internal oblik ve en igte ise transversus abdominis kaslaridir. Karin i¢i basinct
arttirp govde fleksiyonuna katilan bu kaslar ortaya dogru aponevrotik yapilar haline
dontigerek rektus abdominis kasmnin alt ve st yiizlerini saran fasya kiliflarim
olusturur. insandakine benzer bicimde yukardan ve asagidan kasa giren iki ana
damar sistemi (yan yana ilerleyen arter ve ven) ortada birleserek “flow-through”

dolagim kalib1 yaratirlar (Sekil 3).

Insanda bu iki ana sistemden herhangi biri tek bagma tiim kasi besleyebilir.
Ayrica insanda asagidan kasa giren inferior epigastrik damarlar, yukardan giren
stiperior epigastriklere gore daha genis cap ve debiye sahip olduklar i¢in kas-deri
flebi modelinde daha gii¢lii doku dolagimi saglar. Sicanda ise insandakinin tersine
stiperior epigastrik sistem daha giivenilir ve genis damarlara sahiptir (54,56,57).
Ayrica sigandaki inferior epigastrikler insandaki gibi dogrudan eksternal ilyak
damarlardan ¢ikmazlar. Bunun yerine pudik-epigastrik trunkustan ya da hipogastrik
sistemden kaynaklanirlar ve anatomik varyasyonlar daha siktir. Siganda inferior
epigastrik damarlar karin duvari kaslar1 ve rektus abdominise dagilir. Ancak rektus
kasma giden dal nispeten daha ince bir damardir (53,55). Inferior epigastrik
damarlarin insandakinden farkli olarak karin duvari kaslarina dagilmasi sayesinde
sicanda karmn duvari kaslarindan flep hazirlamak miimkiindiir. Siganda insandaki gibi
gercek kas-deri flepleri hazirlamak deri anatomisi nedeniyle ¢ogu zaman miimkiin
olmaz (54,57,58-60). Evrim sonucunda insanda gerileyip yerini scarpa fasyasi gibi

aponevrotik yapilara birakmis olan pannikulus karnosus kasi karin ve sirt bolgesinde



deri alti plan1 kaplamakta ve iizerindeki deri bolgeleri baskin dolasimi aksiyel

damarlardan saglamaktadir

Sekil 3: Rektus abdominis kas flebinin anatomisi. a) Rektus abdominis kaslariin
yapigma yerleri ve damar anatomisi; b) Rektus abdominis kasinin deri perforatorleri

ve sinirleri. 1. Sag ve sol rektus abdominis kaslar1; 2. Karin duvari kaslar1 (eksternal oblik, internal
oblik ve transversus abdominis); 3. Sag subklavyen-aksiller sistemi; 4. Internal meme arteri ve
devaminda derin siiperior epigastrik arter; 5. Ortak eksternal ilyak arter; 6. Eksternal ilyak arterin dali
olan pudik-epigastrik trunkustan ¢ikan inferior epigastrik arter; 7. Femoral arter; 8. Rektus abdominis
kasinin segmenter innervasyonunu saglayan 5-13 arasi interkostal sinirler; 9. Rektus abdominis
kasindan {izerindeki deriye ortalama 6-10 arasi perforator gider (Ozgentas ve ark.,1994).

Buna karsilik karin duvari kaslarindan gelen kas-deri perforatorleri glivenilir deri
dolasimi1 saglayamamaktadir. Insanda pannikulus karnosus kasinin gerilemesi,
bununla iliskili oldugu varsayilan aksiyel damarlarin Onemsizlesip kas-deri
perforatorlerinin gelismesi siirecine yol agmistir. Pannikulus karnosus kasi karnin her
iki yaninda uzanmakta ve orta hatta yakin bir fasya tabakasina doniismektedir. Sican
rektus abdominis kasi ise bu bolgede deriye nispeten giivenilir 6-7 adet perforator
damar gondermekte ve gercek kas-deri flebi seklinde bir model miimkiin olmaktadir.
Kas-deri flebinde deri adasin1 kas eksenine paralel olarak yerlestirilip birden fazla

perforandan yararlanmak giivenlidir (52-55,59,65-68).



Rektus abdominis bir cm eninde nispeten biiyiik bir kas flebi modelidir. Ince
uzun yapistyla yaklasik {i¢ gr agirliginda, 4x1 cm boyutlarinda bir flep hazirlanabilir.
Sicanda rektus abdominis kas ya da kas-deri flebinin mikrocerrahi aktariminda
anastomoz i¢in kullanilan derin siiperior epigastrik damarlar 0.3-0.5 mm ¢apindadir.
Bir arastirma protokoliinde bdyle bir serbest flep modelin kullanilmasi en deneyimli
ellerde bile yliksek oranda basarisizligi goze almakla miimkiindiir. Bu nedenle
modelin mikrocerrahi aktarimindan kaginarak ada flebi olarak kullanilmasi arastirma
protokolleri i¢in daha giivenlidir (64-64). Rektus abdominis kaslari sinir uyarisin
yine insandakine benzer bicimde segmenter olarak 5.ve 13.’ye kadar olan interkostal
sinirlerden alirlar. Bu sinirler disseksiyon sirasinda fark edilseler bile mikrocerrahi
islemler i¢in giivenilir biiyiikliikte degillerdir ve flebin islevsel aktarimina iliskin

bilgi de yoktur (55,59,65,67,68).

2.3. Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

2.3.1. iskemi

Iskemi, dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan gereksiniminin perfiizyon
bozukluguna bagli dolasim tarafindan saglanamamasi ve bu siirecte olusan atik
tirlinlerin yine dolasim tarafindan uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Hipoksi ise
dokuya yetersiz oksijen sunumu seklinde tarif edilebilir. Hipoksinin en sik goriilen
nedeni iskemidir. Her iki durum da I-R hasarmm ilk kismmi olusturmakta ve
metabolizmanin anaerobik yone kaymasiyla karakterizedir (1,2,22,69,71). Ancak
iskemide, hem metabolit yetersizligi hem de atik {iriin birikimi nedeniyle, glikoliz
metabolizmasi hipoksiye oranla daha erken sonlanir ve hasar ¢ok daha erken olusur.
Oksijen hemostaz1 insan fizyolojisinde hayati 6nem tasir. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda ATP sentezi i¢in kullanilan oksijen ayni zamanda hiicresel lipid, niikleik
asit ve proteinlerdeki oksidatif hasar mekanizmalarinda da rol oynar. Dolayisiyla,
protein sentezi ve aktivitesini kontrol eden kisa ve uzun donem mekanizmalarla
hiicresel ve sistemik oksijen konsantrasyonlarimin dengelenmesi oksijen

biyoyararlanimi ac¢isindan énemlidir (72-75,78).



Iskemi, akut veya kronik olabilir. Soguk iskemi ile viicut disinda olusan doku
iskemisi kastedilir. Sicak iskemi ise viicut i¢indeki doku iskemisidir. Dokularin sicak
ve soguk iskemiye olan yanitlar1 farkli olup, sicak iskemide en ¢ok hepatositler,
soguk iskemide ise en ¢ok endotel ve kupffer hiicreler etkilenir. Iskemiye bagh
hasarin siddeti, hipoperfiizyonun siiresi ve miktar1 ile orantili olup, hiicrenin tipi,
yaralanmaya kars1 hassasiyeti, diferansiyasyonu, kan ihtiyact ve metabolizmasina
gore farklilik gosterir. Sonug olarak, hiicresel enerji depolarindaki azalma ve toksik
metabolit birikimi hiicre 6liimiine yol acar. Hipoksik dokunun ¢esitli molekiiler
mekanizmalarla yetersiz oksijenizasyona fizyolojik reaksiyonlar olusturabilmesi,
vaskiiler endotel biiyiime faktori (VEGF) sentezini kontrol edebilmesiyle olusur.
VEGF, anjiyogenezde onemli rol oynar. Hipokside, yeterli doku perfiizyonu
saglanabilmesi i¢in, hem VEGF sentezi (transkripsiyonel mekanizma) artar hem de
VEGF yikimi (mRNA stabilizasyonu) azalarak doku VEGF mRNA diizeyi artar.
Hipoksik doku hasarinda diger tiim protein sentezleri azalirken, VEGF mRNA
translokasyonu devam etmektedir .VEGF mRNA transkripsiyonu, HIF-1’in insan
VEGF geni Sl-transkripsiyonel boliimiiyle etkilesime girmesi sonucu aktive olur.
HIF-1, basit bir heliks-halka-heliks per-ARNT-sim (PAS) protein olup, alt
tinitelerinden olusur. Hipoksi durumunda, HIF-1 protein seviyesi hizli sekilde
artarken, doku iskemisi ortadan kaldirildiginda, hiicreler tarafindan sentezi
baskilanir. Dolayisiyla hipokside, hiicre ¢ekirdegi HIF-1 proteini birikerek
dimerlesir ve ¢ekirdek deoksiriboniikleik asit (DNA) SICGTG-3I sirasina baglanarak
VEGEF transkripsiyonunu aktive eder (70,76-78).

Sonug olarak, uzun siireli doku iskemisinde; hiicresel sisme, asidoz, iyon dagilim
degisiklikleri (hiicre ici kalsiyum/sodyum oraninda artis), hipoksantin seviyesi artisi,
adenozin trifosfat (ATP) / fosfokreatin ve glutation diizeyi azalmasi, adenozin sinyal
aktivitesi artig1, membran potansiyel degisiklikleri, iskelet biitiinliigii kaybi, niikleotid
fosfohidrolizi (CD39 ve CD73 yoluyla) ve hipoksi indiikleyici faktor (HIF-1)
cekirdek translokasyonu ile stabilizasyonu gibi hiicre metabolizmas1 ve iskelet

yapisini ilgilendiren bir¢ok degisim meydana gelir.
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2.3.2. Reperfiizyon

Iskemiye bagli hasarin geri dondiiriilebilmesinde doku reperfiizyonu mutlak
olmakla birlikte paradoksik olarak, reperflizyon sonrasi saglanan oksijen ve
metabolitler doku hasarmnin artisina neden olur. Birgok ¢alismada, I-R hasarmimn
iskemik hasara gore ¢ok daha fazla toksik iiriin olusturdugu gézlenmistir (18,20,79).
Reperfiizyon sirasinda olusan reaktif oksijen tiirevlerinin endotel {izerindeki
hasarlayici etkisi, endotel kaynakli endotelin sentezinde artiy ve NO sentezinde
azalma gibi faktorler ciddi endotel disfonksiyonuna neden olur. Klinikte bu durum
tromboliz, embolektomi, by-pass cerrahisi, organ transplantasyonu, turnike
uygulamalari, replantasyon, mikrovaskiiler serbest doku aktarimi gibi durumlarda

goriiliir.

Iskemik dénemde olusan oksidatif fosforilasyon hasari, hem ATP depolarinda
hizli tilkenme ve hipoksantin artisina, hem de azalmis ATP’ye bagl hiicre igi
kalsiyumda hizli artisa neden olur. Dolayisiyla, hiicre i¢i kalsiyumun artis hizi ve
miktari, hasar1 etkileyen en 6nemli ve erken mekanizma olup, hiicre nekroz ve
apopitozis ile direkt iligkilidir. Artmig mitokondriyal kalsiyum, oksijenin suya olan
dordiincii seviyeden rediiksiyonunu engelleyerek birinci derece rediiksiyon ve radikal
olusumuna neden olur. Ek olarak, iskemik dokuda ATP’yi daha fazla azaltip hasari
derinlestirir. Kalsiyum hiicre i¢i birikimi reperfiizyon siiresince artarak devam eder.
Dolayisiyla doku iskemisi sonucu gelisen hiicre ici kalsiyum artis1 ve ATP azalmasi
birbirlerini indiikleyerek kisir bir dongiiye neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum birikiminin
engellenmesi bu kisir dongiiyli kirarak kalsiyuma bagli olusan hasarlar1 azaltir (80-
82). Artmis hiicre i¢i kalsiyum, bir proteaz enzim olan kalpain aktivasyonunu ve
dolayisiyla ksantin dehidrogenaz (KD) enziminin ksantin oksido-rediiktaz (KO)
enzim formuna doniistimiinii saglar. Saglikli kiside her iki enzim formu da aktif
halde bulunur ancak KD hakimiyeti mevcut olup hipoksantini sirasiyla ksantin ve
iirik asite cevirir. KD bu fonksiyonu sirasinda elektron tasiyici bir molekiil olan
nikotinamide adenin diniikleotid kullanir ve oksijene ihtiya¢ duymaz. Doku iskemisi
sirasinda ise, enzimin KO formu baskin hale gelir ancak KO aktivitesi oksijen

gerektirdigi i¢in iskemik dokuda KO birikimi olur. Dolayisiyla, iskemik donemde,
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hipoksiye bagli hipoksantin ve KO birikimi s6z konusudur. Reperfiizyon doneminde
ise, oksijen sunumuyla birlikte KO aktivasyonu ve hipoksantinden toksik oksijen
radikalleri olusur. KO enzim seviyesi ve aktivitesi, tiirden tiire ve dokudan dokuya
farklilik gosterir. Endotel hiicreleri, viicutta diger dokulara oranla daha fazla KO
enzim aktivitesine sahip olup, I-R hasarmna en hassas dokulardir. Reperfiizyon
hasarinda, reaktif oksijen tiirevlerinin ilk olustugu bolge endotel-kan siniridir ve

KO’a bagli endotel hasar1 [-R hasarmin en énemli faktdrlerindendir (83,84,87).

Doku oksijenasyonu yeniden saglandiginda, oksijen, KO ve hipoksantin’in
birbirleriyle olan etkilesimi; tiirik asit, sliperoksit ve H20 olusumuyla sonuglanir.
Dolayisiyla, reperfiizyonun ilk 10-30 saniyesinde, reaktif oksijen radikali patlamasi
yasanir. Olusan superoksit, ¢ok zararli bir molekiil olmayip, hidrojen peroksit (H202)
icin kaynak olusturur. Siiperoksitin hidrojen peroksite doniisiimii SOD enzimi
araciligiyla gerceklesir. Katalaz enzimi ise olusan hidrojen peroksiti, su ve oksijene
cevirir. Hidrojen peroksit’in gecis metalleriyle (en siklikla serbest demir) reaksiyona
girmesi sonucunda hidroksil (OH™) radikali olusur. Hidrojen peroksitte siiperoksit
gibi ¢ok zararli bir molekiil olmayip, en 6nemli fonksiyonu hidroksil radikali i¢in bir
kaynak olmasidir. Dolayisiyla, siiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerine bagl
lipid peroksidasyonu ancak bu molekiillerin serbest demir ile reaksiyona girip
hidroksil radikali olusturmalariyla belirgin hale gelir. Hidroksil radikali gii¢lii bir
oksidan molekiil olup, SOD ve katalaz enzimleri bu molekiiliin temizlenmesinde
dogal savunma mekanizmalarini olustururlar. Buna ek olarak, saglikli kisilerde
demir; kanda hemoglobin, kasta myoglobin, dolasimda transferrin ve hiicrelerde
ferritin sekillerinde depolanarak serbest sekilde bulunmaz. Doku iskemisi sonucu
olusan hiicresel asidoz, artmis rediiktan madde seviyesi ve SOD aktivitesi, ferritine
bagli hiicresel demirin serbestlenmesine neden olur. Ayni zamanda artmig hemoliz ve

hidrojen peroksit aktivitesi de hemoglobine bagli demiri aciga ¢ikartir (85,86,88-90).

1934 yilinda, siiperoksit ve hidrojen peroksit etkilesimi sonras1 hidroksil radikali
olusumu tanimlanmistir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan sistem
(O274+H202 = OH' +02+0H™) bir metal katalizér olmaksizin fonksiyon gérmez. Bu

nedenle demirle katalize edilmis Haber-Weiss reaksiyonu (Fenton reaksiyonu)
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tanimlanmigtir (Fe*2+H202 - OH™ +OH~ + Fe™3®). Demir viicutta en ¢ok Fe*3
(ferrik demir) formda bulunur ancak hidroksil radikal olusumu igin Fet? (ferroz
demir) formu gerekir. Ferrik formun ferr6z forma doniisiimiinde KO, siiperoksit
radikali ve NO rol oynar. Dolayisiyla, siiperoksit toksisitesinde bagli demiri
serbestleyebilmesi ve ferrik formu ferréz forma gevirebilmesi onemli rol oynar
(92,93). SOR’un diger kaynaklari; aktive olmus polimorfoniikleer 16kosit (PNL),
mitokondri nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPH) dehidrogenaz sistemi,
katekolaminlerin otooksidasyonu ve arasidonik asit metobolizmasidir. Hidroksil
radikali, viicutta hemen hemen tim molekiillerle reaksiyona girebilen, bilinen en
giiclii ve zararli oksitleyici ajanlardan biridir. Bu serbest radikaller, 6zellikle de
hidroksil radikali, hiicre zar1 lipid peroksidasyonunu baslatip, arasidonik asit ve lipid
peroksil serbest radikallerin salinimina neden olur. Arasidonik asit, siklooksijenaz
[Thromboksan A2 (TxA2), PGEI1, PGI2)] veya lipooksijenaz (LT-B4, LT-C4, LT-
D4, LT-E4) enzimleriyle metabolize olup eikosanoidlere doniisiirken, lipid peroksil
radikali; lipid peroksidasyonuna devam eder. Bu olaylar sonucunda, hiicre zar1 secici
gecirgenlik kaybi, DNA hasari, yapisal proteinlerin yikimi, hiicre zari etkilesimli
enzimlerin inaktivasyonu ve sitoliz goriliir. Hidroksil radikali baska bir radikal ile
birlesip inaktive oluncaya veya tiikeninceye dek bu zincirleme reaksiyon devam eder.
Deneysel olarak; SOR’u uzaklastiran sistemler (SOD, desferoxamine,
dimethylthiourea), lipid peroksidasyon inhibitdrleri (21-aminosteroidler) ve TxA2 /
LT-B4 reseptor antagonistlerinin, reperfiizyon hasarina etkileri cesitli modellerde
calisgtlmigtir. ROT un, lipid peroksidasyonuna bagli olusturdugu hasarlar; artmis
hiicre zar1 gegirgenligi, endoplazmik retikulum hasarma bagli negatif inotropi,

bozulmus hiicresel fonksiyon ve hiicre oliimiidiir (91,94,95).

Endotel hiicresi, hem NO hemde endotelin sentezler. Arteryal yatakta NO
(vazodilatasyon) ve endotelin (vazokonstriksiyon) zit etkide bulunurlarken, vendz
yatakta her ikisi de vazokonstriksiyon saglar. Iskemik dénemde, bilinen en potent
vazokonstriktor ajan olan endotelin sentezi artar. NO, nitrik oksit sentaz (NOS)
yoluyla sentezlenir ve bu enzimin bir¢ok izoformu [indiikleyici NOS (iNOS),
endoteliyal NOS (eNOS), noral NOS (nNOS)] vardir. NO sentezinde arjinin ve

molekiiler oksijen gerekir. Iginde bulundugu sartlara bagl olarak hem toksik hem de
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yararlt olabilmektedir. Saglikli kisilerde diisiik doz NO ile siklik guanozin
monofosfat (cGMP) aracili vazodilatasyon, platelet agregasyon ve lokosit
adezyonunda azalma, ROT nétralizasyonu ve apopitozisde azalma goriiliir. Ancak
artmis iNOS aktivitisine bagli olusan yiiksek NO konsantrasyonlarinda, medikal
tedaviye cevap vermeyen ve siddetli vazodilatasyon ile karakterize sitotoksisite
yapar. Ayni zamanda, siiperoksit ile etkilesime girerek, protein, lipid ve DNA gibi
yapilarda toksik reaksiyonlar olusturabilen peroksinitrit (ONOO™) olusumunu saglar.
Hipoksi sirasinda iNOS aktivitesi artmakla birlikte, NO sentezinde oksijen de gerekli
oldugundan, NO seviyesi artmaz. Reperflizyon doneminde, oksijen sunumuyla
birlikte, NO seviyesinde ani artis yasanir. Bu donemde, artmis superoksit ve NO
etkilesimi, NO seviyesinde azalmaya neden olur. Endotel hiicre NO
biyoyararlanimimin arttirilmasini, i-R’a bagli hemodinamik problemler ve karaciger
hasarmi azalttigi gdsterilmisti. NO’in I-R’daki koruyucu etkisi, endotel ve
makrofajlarda sentezlenen endotelinin etkisini dengeleyebilmesine bagli olabilir
(96,98). Artmis NO biyoyararlanimi, aynt zamanda iltihabi sistemlerin (adezyon
molekiilleri, sitokinler) aktivasyonunu da azaltir. iNOS aktivitesinin engellenmesi ile

de I-R’a bagli hasar azaltilabilmistir (Sekil 4).

L-arginin = NO nitrik oksit

'O, . ONOO » ONOOH
singlet peroksinitrit peroksinitroz
oksijen anyonu asit

O, siperoksit
anyon radikali

L7 1N
N

HO,
hidroperoksil radikali

OH
H,O hidrojen peroksit === hidroksil radikali

2

Sekil 4: Oksijen paradoksu; molekiiler oksijenden serbest radikal olusumu ve nitrik

oksitle iliskisi
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PNL ve endotel hiicrelerinin aktivasyon ve birbirleriyle olan etkilesimleri
reperfiizyon hasar1 patofizyolojisinde 6énemli rol oynar. Dolasimdaki PNL’in, LT-B4,
C5a ve sitokinler ile aktive olmasi sonucu PNL yiizey adezyon molekiilii ifadesi
artar. Lokositler, diapedez oncesi endotel yiizeyi adezyon molekiilleri ile etkilesime
girerek, giiclii endotel-16kosit adezyonu olustururlar. Sonrasinda, PNL’den NADPH
bagimli oksidaz sistemleri ile serbest kalan oksijen radikalleri ve proteaz enzimler
doku hasarmi arttirir. Aktif hale gelmis nétrofiller, I-R hasarinin en énemli SOR
kaynaklarindandir. Notrofil hareketleri ve marjinasyonu mikrovaskiiler endotel
tarafindan kontrol edilir. Normal fizyolojik sartlarda endotel hiicresinin PNL’ye olan
ilgisi diistiktiir ancak direkt veya indirekt (histamin, trombin, sitokinler yoluyla)
hasarlayict etkiyle, endotelden iltihabi araci maddeler (LT-B4, TxA2, PAF ,IL-8)
salmimi ve endotel yiizeyinde adezyon molekiilii (P selektin, E selektin) ifadesi
artar. Olusan adezyon molekiillerinin monoklonal antikorlarla blokaji ile reperfiizyon

hasarinda azalma saglanmistir (97,99-101).

Reperfiizyona bagl hiicre hasarinin karakteristik 6zellikleri, hiicresel gecirgenlik
artis1 ve sisme ile hiicre iskelet degisiklikleri olup bu durum doku 6demi ve kapiller

kan akimi azalmastyla sonuglanir.

2.3.3. iskemi reperfiizyon hasar mekanizmalari

Iskeminin hiicresel hasar1 insanlarda, deney hayvanlarinda, hiicre Kkiiltiir
sistemlerinde ¢ok yaygin olarak calisilmistir. Iskemiye tolerans hiicre tipine ve
yasina bagldir. Iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarmin fizyopatolojisi ile ilgili gesitli
faktorler ileri siirilmiistiir. Bunlarin birbiriyle iligkileri karmasik, hiicresel ve
humoral olaylar serisidir. Ozellikle; serbest oksijen radikalleri, Polimorf niiveli
l6kositler (PNL), kompleman sistemi endotel hiicreleri olmak iizere baslica dort

faktor hasarin nedenleri arasinda yer almaktadr.

2.3.3.1. Serbest oksijen radikalleri
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Serbest radikal, eslenmemis elektron igeren atom veya molekiildiir. Genelde
elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalari nedeniyle molekiil
stabildir ve reaktif degildir. Ancak, molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron
kayb1 onu reaktif hale getirir. Organizma siirekli olarak serbest radikal ataklariyla
kars1 karsiyadir. Serbest radikaller fizyolojik sartlarda ve dis etkenlere karsi
organizmanin savunmasinda da belirli oranda olusur ve igsel mekanizmalarla

organizmaya olabilecek zararh etkileri dnlenir (102,104,107).

Stiperoksit radikali, oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve serbest
radikal hasarina kars1 koruyucu antioksidan bir enzim olan ve oksidan hasar olusumu
ile birlikte artan siliperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen peroksit (H20:2)’e
indirgenir. Hidrojen peroksit eslenmemis elektron icermedigi i¢in tek basina radikal

degildir. Hidroksil radikali oldukga reaktif ve toksik bir radikaldir.

iskemi
Trombosit aktivasyonu m Metabolizma degisikligi
(Tromboz + vazokonstriksiyon) (ATP kaybr)
Doku hasar
+
Reperflizyon (Reoksijenasyon)
v
PAF +TTB,
li Serbest radikaller i
v
Lipit peroksidasyonu Kemotaktik faktorler Endotel hiicre hasan
v v v v v v v
Membran biitinlugtinin Notrofil birikmesi NOl Adhezyon Kompleman PG, | Sitokinler
bondin v = molekilleri  aktivasyonu TXA, { [L:T 1
8, T IL6
Fagositoz Lokosit tikaci l i
—— b
O,radikali «  Iskemi Vazokonstriksiyon, trombaosit agregasyonu, notrofil kemotaksisi
v v ‘
«

Sekil 5: I/R hasarinda yer alan olaylar dizisi
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Hidroksil radikali biiyiik molekiil yapisi ve elektronegativitesi nedeni ile DNA,
protein, karbonhidrat ve lipitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek bu
yapilarda oksidatif hasara neden olur. Hiicre zar1 fosfolipidleri (arasidonik asit,
linoleik asit ve linolenik asit gibi coklu doymamis yag asitleri), I-R hasar1 sirasinda
peroksidasyona ugrarlar ve bu siire¢ kisir dongii seklinde devam eder. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehid gibi stabil iiriinlerin dl¢iimii, serbest
oksijen radikali onciilerinin aktiviteleri konusunda fikir verir (103,105-106,119,120).
Dolayisiyla lipid peroksidasyonu, I-R hasarmin hem tamisinda hem de

patofizyolojisinde 6nemli rol oynar (Tablo 1).

Tablo 1: Serbest oksijen radikalleri ve kimyasal gosterimleri

Stiperoksit radikali 02~
Perhidroksi radikali HO2
Hidroksil radikali OH
Peroksil radikali ROO
Alkoksil radikali RO
Singlet oksijen 0O:
Nitrik oksit NO:
Peroksinitrit ONOO
Hidrojen peroksit H:0:
Organik hidrokperoksi ROOH

2.3.3.2. Polimorf niiveli lokositler

Reperfiizyon hasarin1 dnlemeye yonelik antindtrofil serumlarla ya da 16kosit
adhezyon molekiillerine karst monoklonal antikorlarla yapilan c¢alismalar,
reperfiizyonda mikrovaskiiler permeabilitedeki artistan baslica notrofillerin sorumlu
oldugunu gdstermistir. I/R ile 18kosit aktivasyonu, kemotaksis ve 16kosit endotel
hiicre adhezyonu meydana gelir. Diger taraftan, PNL yiiksek miktarda SOR iiretme

kapasitesine de sahiptir. iskemi reperfiizyon hasarinda PNL’in rolii ile ilgili bazi
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mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Bunlar; mikrovaskiiler okliizyon, SOR salinmast,
sitotoksik enzim salinmasi, vaskiiler permeabilite artist ve sitokin salinmasinda
artistir. PNL’lerin aktivasyon ve migrasyonlar1 endotel hiicrelerinde ve 16kositlerde
bulunan adhezyon molekiilleri araciligiyla olur. Selektinler olarak bilinen adhezyon
molekiillerinin L, P ve E selektin olmak iizere bilinen ii¢ iiyesi vardir. I/R,
endoteldeki P-selektin ekspresyonunu arttirir (108,109). Bu molekiil, PNL’lerde
bulunan P-selektin glikoproteinl (PSGL-1) adli reseptorii ile etkileserek diisiik
afiniteli 18kosit endotel baglantisin1 olusturur (16kosit rolling). Ikinci asamada,
16kosit beta2 integrinler (CD11a/CD18 ve CD11b/CD18) ile endoteldeki interseliiler
adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1) arasindaki etkilesim sonucunda 16kosit adhezyonu
ve agregasyonu gelisir (112). Ugiincii asama ile, trombosit-endotel hiicresi adhezyon
molekiilii 1 (PECAM-1) ile endotel hiicre baglantilar1 arasindaki etkilesim ile 16kosit
transmigrasyonu gerceklesir. Aktive 16kositler damar disina ulaginca hasar bdlgesine

dogru goc etmeye baslarlar (kemotaksis) (Sekil 6).

Membran

1
1 |Endotel

Intertisyel
Mesafe

} integrinler I
I—selektinler—‘ Bazal
kiler
luk
P-Selectin CD11/CD18  ICAM-1
Adezyon Baslangici Adezyon/ Gecis
("Rolling”) Agregasyon

Sekil 6: Lokosit- endotel etkilesiminde 16kosit adhezyon molekiilleri ve lokosit

gOocinin sematize edilmesi (PGSL-1: P-selektin glikoprotein 1; CD11b/ CD18: Lokosit fonksiyon
antijeni 1; ICAM-1: Endotelyal hiicre i¢i adezyon molekiilii-1; PECAM: Trombosit-endotel adezyon molekiilii-1)
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Notrofillerin dokuya gelebilmeleri i¢cin gerekli kemotaktik maddeler arasinda
C3a ve interlokin-1 (IL-1), 16kotrien B4 (LT-B4), trombosit aktive edici faktor (PAF)
ve prostaglandin (PG) tiirleri vardir. Aktif 16kositler niikleer transkripsiyon
faktorlerinin (NF-kB) aktivasyonuna ve timor nekrozis faktor (TNF-alfa) sentezine
yol acar. Lokositlerin iirettigi serbest radikallerle etkilesen bu maddeler, mast
hiicrelerinden selektin ve ICAM gibi adhezyon molekiillerini mobilize eden
enflamatuvar mediyatorlerin salinmasini uyarirlar. Aktif notrofiller saliverdikleri
maddelerle yol actiklar1 hasarin yani sira, damar i¢inde olusturduklar1 hiicre
topluluklar1 (agregatlar) ve aktif trombositlerle birlikte damar endoteline yapisarak
mikrovaskiiler tikanmaya da neden olurlar. Yapilan son ¢aligmalarda; nétrofillerin
aktivasyon ve dokuya infiltrasyon derecesi ile reperflize dokudaki nekroz ve
apopitozis derecesi arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur. Dokuda aktive
l16kositlerin baglattigt yanit su mekanizmalar ile gerceklestirilir; Fosfolipaz A2
aktivasyonu arasidonik asit metabolitleri (prostoglandinler ve 16kotrienler) sonucu
tiretilir, degraniilasyon sonucu lizozomal enzimler salinir ve SOR iiretimi gerceklesir

(110,112).

Bu iiriinler endotel hasari ve doku zedelenmesinin gii¢lii aracilaridir ve
baslangigtaki enflamatuvar uyaranin etkisini giiclendirirler. Bazi durumlarda
lizozomal enzimler hiicre disina salinabilir. Hasar yapici etkeni ortadan kaldirmaya
veya yogunlugunu azaltmaya yonelik bu enflamatuvar yanit sonucu, mikrovaskiiler
permeabilite artis1, ddem, tromboz ve parankim hiicre 6liimii de gergeklesir. Gorevini
tamamlayan lokositler apopitotik hiicre 6liimiine ugrarlar ve makrofajlar araciligiyla

lenfatik dolasim yoluyla ortamdan uzaklastirilirlar.

Iskemik dokunun reperfiizyonu, arteriyollerde endotel bagimli dilatasyonun
bozulmasina, kapillerlerde l6kosit tikaglarinin olusmasina ve sivi filtrasyonunun
artmasina, post-kapiller veniillerde plazma proteinlerinin damar digsina sizmasina ve
boylece mikrovaskiiler fonksiyonun bozulmasina neden olur. Reperfiizyonun
baslangi¢c doneminde, mikrosirkiilasyonun tiim segmentlerinde aktive edilmis endotel
hiicrelerinden fazla miktarda O2 olusurken NO olusumu ise azalir. Siiperoksit radikali

ile NO arasindaki dengenin bozulmasi, endotel hiicrelerinden PAF, TNF-alfa gibi
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enflamatuvar mediyatorlerin salinmasina ve 16kosit-endotel hiicre adhezyonuna

aracilik eden adhezyon molekiillerinin biyosentezinin artmasina neden olur.

Serbest radikallerin olusumunda ve I/R hasarinda 6nemli bir kaynak olan
notrofiller azurofilik graniillerinde oksidan etkili NADPH oksidaz, elastaz ve
miyeloperoksidaz ezimlerini igerirler. Bu enzimler oksidan doku hasarinda 6nemli
roller iistlenir; aktive notrofillerde ksantin-oksidaz’in artmasi ile SOR’un salinmasi
“solunum patlamas1” olaym1 meydana getirir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun
baslamasi ile birlikte, dokuya sunulan oksijenin yaklasik %70’i NADPH-bagiml
oksidaz ile sliperoksit iyonlarma oksitlenmektedir. Siiperoksit iyonu, cogu kez
spontan dismutasyonla hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit ise kloriir
iyonlarinin varliginda myeloperoksidaz enzimi araciligi ile hipoklorik aside
indirgenir. Hipoklorik asit gii¢lii bir oksidandir ve bir¢ok biyolojik molekiille kolayca
reaksiyona girebilir. Notrofillerin aktivasyonu ile notrofil sekonder graniillerden
saliverilen apolaktoferrin, plazminojen aktivatorii, komplemani aktive eden enzim ve
elastaz, kolajenaz, ve jelatinaz gibi proteolitik enzimler damar endotelinde hasara
neden olmaktadir. Proteinazlarin etkisi ile damar duvarinda yapinin degisimi ve

duvar yapisinin gevsemesi ile notrofillerin dokuya gocii kolaylagir.

2.3.3.3. Komplemanin rolii

Iskemi reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin rolii tam olarak agikliga
kavugmamistir. Kompleman sisteminin aktivasyonu sonunda proenflamatuvar
komponentler olusur. Bunlar C3a, C5a, iC3b ve C5b-9’dur. C3a ve C5a
anaflatoksinlerdir ve l6kositleri aktive ederler. Lokosit aktivasyonu ve kemotaksisin
uyarilmasina ek olarak C5a, makrofaj enflamatuvar protein (MIP)-2, MIP-1a, MIP-
1b, monosit kemoatraktan protein (MCP)-1, TNF-alfa, IL-1 ve IL-6 iiretimini
uyararak enflamatuvar yanitt amplifiye eder. Kompleman tarafindan sentezi uyarilan
16kosit adhezyon molekiilleri vaskiiler hiicre adhezyon molekiili 1 (VCAM-1),
interseliiler adhezyon molekiilii 1 (ICAM-1), E-selektin ve P-selektindir. C5b9

endotelde IL-la, IL-8 ve MCP-1 salgisim1 uyararak lokosit aktivasyonu ve
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kemotaksisi arttirir (113-115). Ayn1 zamanda endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe

ederek ve endotelde siklik guanozin monofosfati azaltarak vaskiiler tonusu bozar.

2.3.3.4. Endotel hiicresinin rolii

I/R hasarmin olusmasinda endotel hiicreleri énemli role sahiptir. Oksidatif stres
endotel hiicrelerinin aktivasyonuna ve islevlerinin bozulmasina neden olur. Endotel
hiicreleri SOR i¢in potansiyel hedef konumundayken diger taraftan da SOR {iiretim
kaynagidir. Endotel, mikrovaskiiler hemostazdan sorumlu olan endotelin (ET)’i ve
NO’yu iiretir. NO arteriyel dolasimda ET’in vazokonstriktor etkisini tersine ¢evirme
egilimindedir (116). Venlerde ise bunun tersi séz konusudur. I/R hasarinda
endotelin/NO orani1 endotelin lehine bozulur. Sonugta arteriyel vazokonstriksiyon,

venlerde vazodilatasyon olur.

Endotel hiicrelerinin oksidatif stresi sonucu kompleman aktive edilir; 16kosit
adhezyon molekiillerinin iiretimi artar. SOR etkisi ile endotel hiicreleri hasara yanit
olarak IL-1, PAF, prostaglandinler (PG 12, PG E2), GM-CSF, biiyiime faktorleri,
endotelin, NO ve tromboksan A2 (TxA?2) salgilarlar. Aktive olan endotel hiicreleri ek
olarak kendi bazal membranlarini sindiren kollajenazlar salgilama yetenegindedir
(117). Nitrik oksitlerin radikal olarak reaktivitesi disiiktiir, ancak metal igeren
bilesikler ve radikaller ile biiyiikk bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipit
radikallerle tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik
derisimde {iiretilen NO, esas olarak oksihemoglobin tarafindan nitrata (NO3-)
oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Oksijen radikallerindeki durumun aksine, nitrik
oksidi ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim yoktur. Indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz enziminin indiiksiyonu sirasinda NO derisiminin artmasi ile oksidasyonu
da hizlanir ve gesitli reaktif nitrojen oksit tiirleri olusur. Bu reaktif tiirler NO’nun
dolayli etkilerinden sorumludur ve hiicresel molekiillerin nitrozilasyonuna,
nitrasyonuna, nitrozasyonuna yol acarak, proteinlerin ve enzimlerin aktivitelerinin

sonlanmasina neden olabilirler (116-118).
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2.4. Flep Cerrahisi ve Anestezi

Mikrovaskiiler serbest flep transfer cerrahisi gegirecek hastalarin anestezi
dolasim fizyolojisini bilmeyi gerektirir. Bu tip operasyonlarin basarili olmasi i¢in tek
bir sihirli yontem yoktur. Fakat elde edilen deneyimler damar spazmi ve/veya
tikanikligim1 biiylik oranda azaltmistir. Bu tip operasyonlar zaman alicidir ve
ortalama 8-10 saat slirer. 16 saat siiren operasyonlar da bildirilmistir. Bu girigimler
sirasinda operasyon ekibinin karsilagtigi baslica problemleri temel olarak uzamis
anestezi ve cerrahi, hasta 1sisinin kontrolii, flepte kan akiminin saglanmasi,
operasyon sonrast bakim olarak  siralayabiliriz = (121,123,124,128,136).
Transplantasyon yapilacak flebin damarlari 1-4 mm’dir ve diren¢ damarlar
kategorisine girer. Duvarlarinda biliyiik miktarda diiz kas bulunur. Bu kaslar da
dokunma, soguk veya refleks aktivite sonucu kolaylikla spazm geliserek
operasyonun basarisini tehlikeye atabilir (131,133,136). Transplante edilen dokudaki

damarlar denerve olmasina ragmen halen fiziksel ve humoral etkilere agiktir.

2.4.1. Fizyolojik prensipler

Swvilarin rijid tlipler i¢inden laminer akimini etkileyen faktorlerin etkilesimi

Poiseuille-Hagen formiiliiyle tanimlanmaigtir.
Akim = (PA-PB) X (n+8) x (1+n) x (r*=+L)
PA-PB = tiipiin iki ucu arasindaki basing farki
n= vizkosite
r= tupln yarigapi

L = tiiplin uzunlugu

Dolasim bu formiile dayanmakla beraber, transplante edilen dokudaki basing

gradientinin temel belirleyicisi sistemik arteriyel basingtir.
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Akim yar1 ¢apinin dordiincii kuvveti ile iligkili oldugundan, kesit alanindaki
kiiciik degisiklikler bile akimda biiyiik degisikliklere neden olur. I¢ ¢apm 1.5
mm’den biiyiik oldugu damarlarda vizkosite hematokrit ile yakindan iliskilidir.
Ancak bu iligski lineer degildir ve hematokrit %40’1n iistiine ¢iktiginda vizkosite

dramatik olarak artmaya baslar.

2.4.2. Mikrosirkiilasyon

Flebin mikrodolasiminda perfiizyon basinci, damar cap1 ve vizkosite ile ilgili ii¢
prensip gecerlidir. Bunlardan en 6nemlisi kan vizkositesidir. Kan vizkositesi akim
sartlartyla degismektedir. Akim ¢ok hizli oldugunda vizkosite azalirken, hiz kritik
degerin altina indiginde eritrositlerin bir eksende akislar1 olusmaz ve hiicreler damar
icinde esit olarak dagilirlar. Boylece vizkosite hematokrite oranla ¢ok artar.
Eritrositler damar duvar ile temas edebilirler ve akim daha da yavasladiginda ii¢
boyutlu rulo olusturacak sekilde birleserek akima karsi direnci biiyiik oranda
arttirirlar Bu rulo formasyonu geri dontigiimliidiir. Molekiiler agirligi 59.000°den
biiyiik olan dekstranlar eritrositlerin agregasyonunu predispoze ederken, daha kiiciik
molekiiler agirlikli dekstranlar rulolarin yikimina neden olurlar (125-127,136).
Mikrovaskiiler cerrahide anestezi plani yiiksek kardiyak debi, uygun vazodilatasyon
ve biiyiik bir nabiz basinci ile hiperdinamik bir dolagim saglama olmalidir. Bu sadece
transplante dokuda yeterli perflizyonu saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda anastomoz

bolgelerinde trombosit yi1gilma riskini de minimale indirir.

2.4.3 Arteriyel basincin kontrolii

Vazodilatasyonla birlikte uygun bir arteriyel basing bolgesel kan akimi
saglayarak mikrodamarlarin yeterliligini arttirip mikrodolasimda kanmn akiciliginm
saglayarak iyi bir doku perfiizyonuna neden olur. Yeterli kardiyak rezervleri olan
hastalarda kardiyak dolum basincinda kontrol dl¢iimiinden yaklasik iki mmHg kadar
yiikseltilmesi kardiyak debiyi iki katina ¢ikaracak, ayni zamanda cilt ve kaslarda
vazodilatasyona neden olacaktir. Bu kismen gerilim mekanizmasimin kismen de

diisiik basing kardiyopulmoner refleksleri araciligi ile olmaktadir (122,129,130).
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Voliim genisleticilerinin  infiizyonu ile saglanan hemodiliisyon doku
perfiizyonunu daha da arttirir. Ancak bu hemodiliisyon oksijen transportunu tehlikeli
derecede azaltacak kadar olmamalidir. Konsantre eritrositlerin transfiizyonu sonucu
hematokritte olan artis ise vizkositeyi arttirir ve doku perflizyonunu bozar. Elektrolit
soliisyonlar1 tek baslarina voliim ekspansiyonu olusturmada yetersizdirler ve hatta
0deme neden olarak flebin 6mriinti kisaltirlar. Tercih edilen uygulama dekstran 40 ile

esit voliimde ringer laktat karigimidir.

2.4.4. Karbondioksit kontrolii

Karbondioksit basincindaki artisin tim etkisi periferik vaskiiler direngte bir
azalmayla birlikte kardiyak debi, kalp hizi ve kan basincinda artis olmasidir.
Karbondioksit basincini normal degerinin iistiinde tutmak, transplante dokunun
perflizyonu icin optimal dolasimsal sartlar1 saglamasinin ¢ekici bir yolu olabilir

(132).

2.4.5. Is1 kontrolii

Serbest doku flebi transfer cerrahisinde flep denerve ve iskemiktir. Bu her iki
olay vazodilatasyona predispozan faktorlerdir. Fakat flebin alindig1 andan itibaren,
cilt 1s1sinda olusabilen lokal bir diisiis kan akiminda aynm1 oranda azalmaya neden
olur. Anestezi sirasinda vazokonstriksiyon azalmakla birlikte derlenme doneminde
onem kazanir. Isinin korunmasinda en pratik ¢6ziim ameliyathane 1sisi1m1 korumaktir

(134). Onerilen 1s1 yirmi dort derecedir.

2.4.6. Agrimin kontrolii

Agr ve anksiyete vazomotor toniiste artisa neden oldugundan dolagimsal agidan
onemlidir. Ekstradural, paravertebral veya supraklavikular aksiller kateter ile lokal
anestezik uygulamasi, siirekli intravendz opiat verilmesi, izofluran anestezisi,

droperidol, papaverin ve timoksamin vazomotor toniisii ayarlamada kullanilirlar.
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Anestezinin derleme donemindeki titreme ve vazokonstriksiyon promazin ve
klorpromazinin kiiclik boluslar1  kullanilarak  kontrol edilmelidir (135,136).
Operasyon bittiginde dahi dokunun canlilig1 dikkat gerektirir. Postoperatif labil
seyreden kardiyovaskiiler durum dikkatle izlenmeli ve mikrovaskiiler staz kisir

dongiisliniin baglamasina olanak verilmemelidir.

2.5. Flep Cerrahisinde Anestezik Yontemler

2.5.1. inhalasyon anestezisi

Inhalasyon anestezisi, flep cerrahisinde uzun siiren operasyonlarda tercih edilen
bir anestezi yOntemidir. Inhalasyon anestezisi, hasta stabilitesi, hava yolu
biitiinliiglinin ~ saglanmasi, ventilasyonun fizyolojik kosullara uygun olarak
stirdlirebilmesi, kontroliinlin kolay olmasi, anestetik maddenin konsantrasyonunun
monitdrize edilerek hassas sekilde kontrolii ve anestezi seviyesinin hizli sekilde
degistirilmesine imkan vermesi, maliyet ve hizli uyanma gibi ¢esitli avantajlari
nedeniyle tercih edilen anestezi seklidir. Inhalasyon anestezisi sirasinda cerrahiye
endokrin ve metabolik yanitin baskilanmadigi, cerrahi uyarinin hipotalamo-hipofizer
sistemi harekete gecirdigi, katekolaminlerin, ACTH, kortizol gibi hormonlarin ve
kan sekerini arttirdifi bilinmektedir. Inhalasyon anestezisinden sonra kusma,
ajitasyon ve titreme gibi yan etkiler gelisebilmektedir. Katekolaminlerin artisi
vazospazma ve kan akiminda azalmaya neden olmaktadir. Ayrica, mikrocerrahi
operasyonlarinda, yeterli hacim replasmani saglanmadigi durumlarda ise
katekolaminlerin, vazospazm {iizerine olan etkileri daha da artmaktadir. Cesitli
avantajlarindan dolayi, flep cerrahisinde en c¢ok tercih edilen inhalasyon anestezisi
ajan1 izofloran’dir. Halotan, hepatotoksik olmasi nedeniyle, enfloran ise flor icermesi
nedeniyle uzun siireli flep cerrahilerinde tercih edilmemektedirler. Izofloran ise
halojenli bir eterdir ve enfloran’in izomeridir. Izofloran kanda ¢oziiniirliigii diisiik
olmasindan dolayr daha ¢abuk indiiksiyon yapmakta ve ¢izgili kaslar1 halotandan

daha fazla gevsetmektedir (25-27,124,132,134,135).
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Izofloran ayrica, mikrocerrahi operasyonlarda hizli derlenme, yeterli periferik
vazodilatasyon olusturmasi, 06zel organ toksitesi olmamasi, kardiyak outputu
azaltmasi, serebral kan akimimi artirmasi ve renal kan akimini korumasi gibi
ozellikleri nedeni ile tercih edilecek en uygun ajanlardan biridir. Izofluran’in bu
sistemik vazodilatasyon etkisi nedeniyle, hipovolemik hastalarda, hiperdinamik
sirkiilasyonun devam ettirilmesi 6zellikle tavsiye edilir. Yine anestezinin baslangi¢
periyodunda gerektigi durumlarda enfluran ve halotani vaporize etmek i¢in de nitroz
oksit ve oksijen 70:30 oraninda kullanilabilmektedir. Baslangicta inhalasyon
anestetiklerini desteklemek sonrasinda da replase etmek amaciyla fentanil, morfin
ve/veya ketamin kullanilabilir. Yine operasyonun ilerleyen evrelerinde, inhalasyon
anestetiklerine uzun siireli maruz kalmayr Onlemek amaciyla alfaksalone ve
alfadolone asetat inflizyon seklinde kullanilabilir. Gerektiginde ve pratik olarak
mimkiin  oldugunda 24 saat epidural blok kullanilabilmektedir  (30-
33,36,39,124,128).

Sevofluran kapiller filtrasyon katsayisini diistirmektedir. Sevofluran intravendz
anestetiklerle 6rnegin propofolle kiyaslandiginda plazmanin hiicrelerarasi mesafeye
ekstravazasyonunu azalttig1 ve boylece doku 6demini sinirlayarak mikrosirkiilasyon
tizerinde daha yararli etkileri oldugu gosterilmistir. Kapiller filtrasyon katsayisinin
diismesinin anlami, 6zellikle postoperatif 1. giinde s1v1 intravendz olarak verildiginde

doku 6deminin daha az bir olasilikla meydana gelmesi demektir (132).

Tek basina hi¢cbir anestetik ajan ideal anestezi saglamamaktadir. Anestetiklerin
kombinasyonu ile yapilan anestezi ise ideale daha yakin olmaktadir. Opioidler
siklikla genel anesteziye adjuvan olarak kullanilmaktadir. Bunlar entiibasyon ve
cerrahi stimulusa olan hemodinamik cevabi en aza indirirler, gereken genel anestetik

miktarini azaltirlar ve erken postoperatif donemde analjezi saglarlar.

Eger kombine bolgesel ve genel anestezi kullanilirsa, intravendz opioid ve non-
depolarize kas gevseticiler sadece operasyonunun baglangicinda ve ventilatordeki
thtiya¢ acisindan gereklidirler. Genel anestezi tek basina kullanilacaksa non-
depolarize kas gevseticiler siklikla kullanilirlar. Bu durumda histamin serbestlestirme

ve sempatolitik etkisi en az olan vekuronyum kullanilabilir. Yine hasta ciddi
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hipertansiyon hastas1 ve dolayisiyla periferik vazodilatasyonlu olmadig: takdirde
pankuronyum  da mikrocerrahide giivenle kullanilabilir. izofluran, desfluran,

sevofluran ve propofolle yeterli hipnoz siirdiiriilebilir (23,25).

Fentanil, hemodinamik stabilite ve myokardiyumu iskemik hasara kars1 koruma
saglamas1 nedeniyle mikrocerrahide uygun bir analjeziktir. Remifentanil, ¢cok kisa
etkili farmakokinetik profili olan bir intravendz opioiddir ve fentanilden daha az
giiclii bir etki gosterir. Remifentanil; hizli bir uyanma arzu ediliyorsa, anestetik
gereksinimi hizli bir dalgalanma gdsterdigi durumlarda, opioid titrasyonunun zor
oldugu durumlarda, ve yiiksek doz opioid gerektiren durumlarda oldukca uygun bir
ajandir. Remifentanil, arteriyel basincin hizli kontroliinii ve sistemik vazodilatasyonu
sagladigi ve aym1 =zamanda hiperdinamik sirkiilasyona siirdiirdiigii  icin

mikrocerrahide iyi bir secenektir (138).

Ozellikle genis malign tiimdr cerrahileri, lenf nodu diseksiyonu ve genis
muskiilokutan flep cerrahileri gibi uygulamalarda kan kaybinin azaltilmasi ig¢in
hipotansif anestezi gerekebilir. Genel anestezi ile kombine edilen epidural ya da
spinal anestezi ile hipotansif anestezi saglanabilir. Sodyum nitroprusid, kardiak
debiyi siirdiirmesine ragmen, sistemik vaskiiler rezistansi ve arteryel basinci

diisiirerek serbest flep kan akiminda 6nemli bir azalmaya neden olur (28).

2.5.2. Total intravenoz anestezi

Son zamanlardaki bazi ¢aligmalar anestetik teknigin prone pozisyonda
hemodinamik degiskenleri etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Spinal cerrahi
yapilan hastalarda, total intravendz anestezi (TIVA) ile inhalasyon anestezisi,
ortalama arteriyel basing ve kalp hiz1 yoniinden karsilastirilmis ve TIVA grubunda
arteriyel basingta daha bilyiik diisiis goriilmiistiir. Inhalasyon ve intravendz
anestezinin serbest fleplerin kan akimina olan etkilerinin tam olarak belirlenebilmesi

icin daha ¢ok klinik ve deneysel ¢alismalara ihtiya¢ oldugu kesindir (133,134,139).
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2.5.3. Bolgesel anestezi

Mikrocerrahi operasyonlarda, brakial pleksus blokaji, epidural ve spinal anestezi
gibi bolgesel anestezi teknikleri de kullanilmaktadir. Bolgesel anestezi, sempatik
blok olusturarak, periferik vazospazmi Onlemektedir. Ayrca, derin vendz tromboz
olusma riskini ve intraoperatif kan kaybini azaltir, diafragmatik fonksiyonlar
diizeltir ve postoperatif donemde iyilesme ve toparlanma siirecini hizlandirir

(23,25,135).

Devamli pleksus blokaji iyi bir sirkiilasyon sagladigi gibi analjezik etkisinden
dolay1 ek olarak analjezik kullanimini da engeller. Ayrica simiiltane sempatik blokaj
perflizyonu arttirir ve Ozellikle replantasyonlar sirasinda intraoperatif ya da
postoperatif olusabilecek spazmi 6nler. Devamli sempatik blok yapabilmek ic¢in
kateter yerinde birakilabilir ve birka¢ giin boyunca anestetik soliisyon devamli ya da
aralikli olarak verilebilir (124,125,140). En sik kullanilan rejional blok teknigi
devamli epidural anestezi ve brakial pleksus blokajidir. Devamli epidural ya da
aksiller pleksus blokaj1 i¢in operasyon sirasinda mepivakin 20 ml/mL 1yi bir se¢enek
olarak kullanilabilir. Yeterli bir analjezi ve yeterli kas gevsemesi saglar. Postoperatif
donemde diisiik doz bupivakin 0.625-1.25 mg/mL ise daha iyi1 bir secenektir
(128,136,137).

2.5.3.1. Epidural anestezi

Epidural anestezi bir¢ok cerrahi islemde tercih edilebilen giivenli ve etkili bir
bolgesel anestezi yontemdir. Anestezik ajanin spinal sinir kokii seviyesine
uygulanmasi ile sempatik blokaj ve vazodilatasyon ortaya ¢ikmakta ve vazospazmi
onlemektedir. Ayrica epidural narkotiklerin kullanilmasi miikemmel analjezi
saglanmakta ve sistemik katekolaminlerin salinmasini azaltmaktadir (28,44).
Epidural anestezi sonucu olusan agrida azalma ve vazodilatasyon, cerrahi islem
boyunca ve erken postoperatif donemde hem flebe olan kan akiminin hem de flebin

kendi i¢indeki kan akiminin iyilesmesine neden olmaktadir (45,141).
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2.5.3.2. Spinal anestezi

Bu yontemde, lokal anestezik ajan, L2 vertebra hizasinda subaraknoid araliga
yani serebrospinal sivi i¢ine enjekte edilmektedir. Boylece hem 6n hem de arka
koklerde bulunan sinir lifleri bloke edilmektedir. Lokal anesteziye duyarli gama
motor aksonlarinin blokajiyla kaslarda gevseme ve T1 ile L2 arasindaki
pregangliyonik sempatik liflerde iletimin kesilmesi nedeniyle de kan basincinda
belirgin diisme meydana gelebilmektedir. Ayrica, anestezinin etkisi torakal ve
servikal bolgelere de yayilabilmektedir. Bu tiir olumsuz etkilerinden dolay:1 serbest

flep cerrahisinde kullanimi1 oldukca kisithidir.
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3. GEREC ve YONTEM

Deneysel calismaya baslamadan once Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel
Etik Kurul Bagkanligindan yerel etik kurul onayr alindi (31 Mayis 2010 tarih ve
2010/11 sayil1). Denekler Dicle Universitesi Prof. Dr. Selahattin Payzin Deneysel
Arastirma Merkezinden (DUSAM) elde edildi. Calismaya 40 adet disi, 250-300 gr
agirhiginda, izogeneik (inbret) Sprague-Dawley albino sican dahil edildi. Sicanlar
standart toplu kafeslerde barindirildi. Yemler standart pellet seklinde verildi
(TAVAS Inc, Adana, Tiirkiye) ve su ihtiyaglari standart yontemlerle karsilandi. Oda
1s181 yaklasik 21 °C’ de sabit tutuldu. Laboratuvar isiklandirmasi 12 saat gilindiiz ve
12 saat gece olacak sekilde ayarlandi. Odanin nem derecesi % 45 +10 diizeyinde

sabit degerde tutuldu. Tiim prosediirler tek cerrah tarafindan uygulandi.

3.1 Deney Plam

Sicanlar randomizasyon listesine gore secilerek her bir grup on 10 sigandan
olusacak sekilde dort grup olusturuldu. Grup I herhangi bir bdlgesel anestezi ve I/R
yapilmayan grup (sham grubu), grup II herhangi bir bélgesel anestezi yapilmadan I/R
uygulanan grup (I/R, kontrol grubu), grup III epidural anestezi altinda I/R yapilan
grup, grup IV ise spinal anestezi altinda I/R yapilan grup seklinde planlandi. Tiim
sicanlarda anestezi i¢in 90 mg/kg ketamin (Ketalar flakon; Pfizer Ltd Sti, Istanbul,
Tiirkiye) ve 10 mg/kg xylazine (Rompun flakon, Bayer Inc, Almanya) intraperitoneal
uygulandi. Tiim sicanlarin abdominal bolgeleri traglandiktan sonra %10’luk povidon
iyodin soliisyonu (Batticon, Adeka Ilag Ltd Sti., Samsun, Tiirkiye) ile dezenfekte
edildi. Spinal ve epidural anestezi i¢in kateterizasyon islemi yapilacak siganlarin sirt
bolgesi traglanip %10°luk povidon iyodin soliisyonu (Batticon, Adeka ilag Ltd Sti.,
Samsun, Tirkiye) ile dezenfekte edildi Ayrica biitlin si¢anlara antikoagulasyon
amacityla 150 [U/kg heparin ( Nevparin, 5000 IU/ml, Mustafa Nevzat )
intraperitoneal yapildi. Operasyondan bir saat dnce sefazolin sodyum 0.25 gr/kg
(sefazol flakon, Mustafa Nevzat Ilag Sanayi, Istanbul, Tiirkiye) intramiiskiiler yolla

uygulandi. Yine operasyondan bir saat Once cerrahiye bagli sivi agigini yerine
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koymak amaciyla intraperitoneal 1.5 cc serum fizyolojik enjekte edildi. Anestezi
stiresince olusabilecek hipotermiden korunmak amaciyla tiim siganlar masa lambast
ile 1s1t1ld1. Ayrica hipertermi ve dehidratasyondan kacinmak amaciyla bas bolgeleri
aliminyum folyo ile kapatildi. Her saat basi tiim deneklerin viicut 1silar1 rektal

termometre ile dlglilerek 36+2°C araliginda oldugu teyit edildi.

Sham grubunda I/R uygulanmadan diger gruplarda ise I/R’nu takiben tiim
fleplerin orta kismindan 1X1 cm boyutlu kas o6rnekleri alindi. Alinan doku 6rnekleri
enflamasyon bulgulari, hyalinizasyon ve niikleer degisiklikleri histopatolojik olarak
gostermek i¢in; total antioksidan kapasite (TAK), total oksidatif stres (TOS),
paraoksonaz (PON), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO) diizeylerini
biyokimyasal olarak 6lgmek i¢in ayrildi (tablo 2). Biyokimyasal ¢alismalar igin
ornekler -40 °C’de saklandi. Histolojik calisma igin Ornekler oda sicakliginda

formaldehit i¢inde saklandi.

3.2. Deney Gruplari

Tablo 2: Deney plani ve gruplar

3.2.1. Grup I (Sham grubu)
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Bu gruptaki 10 ratta TRAM flebi siiperior pedikiillii olarak hazirlanip pedikiil
korunarak herhangi bir iskemi yapilmadi. Epidural veya spinal anestezi amaciyla
ekstradural veya intradural herhangi bir kateterizasyon islemi yapilmadi. Flep
kaldirildiktan sonra altinci saatte flep ortasindan kas doku oOrnekleri alinip
biyokimyasal inceleme i¢in -40 °C’de ve histopatolojik inceleme icin oda

sicakliginda formaldehit soliisyonunda saklandi.

3.2.2. Grup II (i/R, Kontrol grubu)

Bu gruptaki 10 ratta TRAM flebi siiperior pedikiillii olarak hazirlanip standart
mikroklemp yardimiyla 4 saatlik iskemiyi takiben iki saatlik reperfiizyon uygulandi.
Epidural veya spinal anestezi i¢in ekstradural veya intradural herhangi bir
kateterizasyon islemi yapilmadi. Reperfiizyonu takiben flep ortasindan kas doku
ornekleri alinip biyokimyasal inceleme i¢in -40 °C’de ve histopatolojik inceleme

icin oda sicakliginda formaldehit soliisyonunda saklandi.

3.2.3. Grup III ( Epidural anestezi grubu)

Bu gruptaki 10 ratta epidural anestezi icin ekstradural kateterizasyonu takiben
sicanlarda norolojik defisit gelisip gelismedigini gozlemlemek igin 72 saat beklendi.
Norolojik defisit gelismeyen sicanlara epidural anestezi i¢in %2 lidokain 50 ul
oraninda siganlarin kendi agrliklarimi kaldiramayincaya kadar ve govdeleri ile
karinlan ylizeye dokununcaya kadar epidural kateterizasyon ile verildikten sonra
TRAM flebi siiperior pedikiillii olarak hazirlandi. Standart mikroklemp yardimiyla 4
saatlik iskemi uygulandi ve ardindan 2 saatlik reperfiizyon islemi yapildi.
Reperfiizyonu takiben flep ortasindan kas doku ornekleri alinip biyokimyasal
inceleme icin -40 °C’de ve histopatolojik inceleme i¢in oda sicakliginda formaldehit

soliisyonunda saklandi.

3.2.4. Grup IV (Spinal anestezi grubu)
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Bu gruptaki 10 ratta spinal anestezi i¢in intradural kateterizasyonu takiben
sicanlarda norolojik defisit gelisip gelismedigini gozlemlemek i¢in 24 saat beklendi.
Norolojik defisit gelismeyen sicanlara spinal anestezi i¢in %2 lidokain 25 ul
oraninda si¢anlarin kendi agrliklarmi kaldiramayicaya kadar ve govdeleri ile
karinlar yilizeye dokununcaya kadar spinal kateterizasyon ile verilip TRAM flebi
stiperior pedikiillii olarak hazirlandi. Standart mikroklemple 4 saatlik iskemi ve
ardindan 2 saatlik reperfiizyon islemi yapildi. Reperflizyonu takiben flep ortasindan
kas doku ornekleri alinip biyokimyasal inceleme i¢in -40 °C’de ve histopatolojik

inceleme icin oda sicakliginda formaldehit soliisyonunda saklandi.

3.3. Flep Modeli

Calismada Ozgentas ve arkadaslarinin kullandig1 flep model alinarak, pedikiilii
derin siiperior epigastrik arteri igeren kas-deri flebi kullanildi. Ratlarda TRAM flebi
ince ve uzun yapisiyla li¢ gr agirliginda ve 4X1 cm boyutlarinda hazirlandi. Kas-deri
flebinde deri adasi rektus abdominis kasini her iki yanda en fazla iki mm asacak
sekilde planlandi. Perforatorlerin olasi dagilimina gore deri adasinin asagi siniri
pubisin yaklasik 2-2.5 cm yukarisinda, yukari smiri ise ksifoidin 1 cm asagisinda
planlandi. Planlanan deri adasini ¢cepecevre dolastiktan sonra yukarda ksifoid agsagida
da pubise dogru uzatilan kesi ile deri kati gecildi. Deri adasinin alttaki kas
tabakasindan siyrilmamasma 06zen gosterildi ve deri adasi poliglekapron 25
(Monocryl, Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) 7/0 dikis ile alttaki
kas tabakasina dikildi (Sekil 7). Kas planina ulasildiktan sonra linea alba
uzunlamasina kesildi. Rektus kasinin ¢ok ince olan fasya kilifinin agilmasi ve kasin
kilif i¢cinden disseksiyonu insandaki kadar kolay olmamas1 ve insandaki verici bolge
morbiditesi kaygilar ratlarda ikinci planda kalmamasi nedeniyle rektusu ¢evreleyen
fasya kilifinin disseksiyonuna ¢ok 6zen gosterilmedi. Kas-deri flebi igin iistteki deri
adas1 korunduktan sonra kas fasya kilifindan c¢ikarilmadan disseksiyon yapildi.
Linea alba tarafindan girilip alt yiize ulagildiktan sonra yukarida ksifoid asagida da
pubise kadar medial kenar agildi. Sonra rektus abdominis kasinin lateral kenari

belirlendi.
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Sekil 7: TRAM flebinin kaldirilmas1 amaciyla planlanan deri insizyonu

Disseksiyon rektus kasinin pubis 1 cm kadar yukarisindan kesilip inferior
epigastrik damarlarin ve yan dallarin koterize edilmesiyle devam edildi. Asagidaki
tim baglantilar kesildikten sonra kas yukariya dogru serbestlestirildi. Lateraldeki
ince damarsal baglantilar ve interkostal sinirler kesilip ayrilarak sternuma kadar
disseksiyon tamamlanip flebin siiperior pedikiillii kas-deri flebi olarak hazirlanmasi
tamamland1 (Sekil 8). Kasi ve iizerindeki deriyi besleyen yalniz siiperior epigastrik
sistem bulunmaktadir (Sekil 9). Flepin siiperiorunda kasin alt yliziinde internal meme
damarlarinin devami olan siiperior epigastrik damarlarin yansimasi izlenerek
cevredeki kas lifleri kesildi. Derin siiperior epigastrik damarlar dikkatle iskeletize
edildikten sonra vazospazmi engellemek amaciyla %2’°lik lidokain ile damarlar
yikanarak vazodilatasyon saglandi. Kas-deri flebi hazirlandiktan sonra karin duvari
kas ve deri olarak ikit kat halinde; kas dokusu 3.0 poliglaktin (Vicryl, Ethicon,
Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) dikis ve cilt 3.0 ipek (Silk, Dogsan Ltd
Sti, Trabzon, Tiirkiye) dikis ile primer siitiire edilerek kapatildi.
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Sekil 9: TRAM flebini besleyen derin siiperior epigastrik arterin gériiniimii (\ )
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3.4. Bolgesel Anestezi Modelleri

3.4.1. Epidural anestezi modeli

Ekstradural kateterizasyon amaciyla ratlarin sirt bolgesi lumbar sahadan spindz
prosesler elle hissedilip orta hat insizyonu ile girilerek paravertebral fasya ortaya

kondu (Sekil 10).

Sekil 10: Epidural anestezi amaciyla planlanan deri insizyonu ve paravertebral fasya

=N

%

1

Fasya orta hat insizyonunu takiben elevatér yardimiyla kiint ve keskin

disseksiyonla paravertebral kaslar siyrilip ekarte edildi (142). L4-L5 vertebral govde
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ortaya kondu. Spindz prosesler traglanip orta hattan delik agild1 (Sekil 11).

Sekil 12: Polietilen tiipiin yerlestirilmesi ve spindz proseslere fiksasyonu

Dura ve spinal kord korunarak dura lizerinden epidural anestezi i¢in kanniilasyon
amaciyla polietilen tiip (P.E.; i.d. 0.28 mm ve o.d 061 mm, Becton Dickinson,
Philedelphia, USA) servikal yonde yaklasik 10-15 mm ilerletildi ve 4.0 poliglaktin
(Vicryl, Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) dikis ile proksimaldeki
spindz prosese fikse edildi (Sekil 12).

Sekil 13: TISSEEL VH, buharla steril edilmis iki bilesenli bir fibrin yapistiricidir.
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Kateter yerlestirilmesi ve fiksasyonunu takiben vertebral kemikte acilan delik firbrin
matriks (TISSEEL VH) kapatildi (Sekil 13-14). Polietilen tiipiin diger ucu cilt
altindan kiint keskin disseksiyonla tiinel olusturulup kulak arkasindan c¢ikartildi.
Paravertebral kaslar ve paravertebral fasya 5.0 poliglaktin (Vicryl, Ethicon,

Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) dikis ile primer siitiire edilerek kapatildi
(Sekil 15-16).

Sekil 14: Vertebrada agilan deligin kapatilmasi amaciyla fibrin matriks
yerlestirilmesi

Sekil 15: Paravertebral kas ve fasya ile yapilan insizyonun primer onarimi
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Sekil 16: Kateterizasyon amaciyla yerlestirilen polietilen tiip tiinelize edilerek kulak

arkasindan ¢ikarilmasi

3.4.2. Spinal anestezi modeli

Intradural kateterizasyon amaciyla ratlarin sirt bolgesi lumbar sahadan spinoz
prosesler elle hissedilip orta hat insizyonu ile girilerek paravertebral fasya ortaya
kondu (Sekil 17). Fasya orta hat insizyonunu takiben elevatoér yardimiyla kiint ve
keskin disseksiyonla paravertebral kaslar siyrilip ekarte edildi. Ls-Ls vertebral
govdeler ortaya kondu. Spindz prosesler traslanip orta hattan delik acildi (Sekil 18).

Sekil 17: Spinal anestezi i¢in planlanan deri insizyonu
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Sekil 18: L4-L5 vertebralardan girilerek spindz prosesin eksizyonunu takiben

kemikte deligin acilmasi

Dura ortaya konarak epidural anestezi yonteminden farkli olarak sivri uglu
forseps ile beyin omirilik sivist sizana kadar yirtik acgildi. Dura iginden spinal
anestezi i¢in kannulasyon amaciyla polietilen tiip ( P.E.; i.d. 0.28 mm ve o.d 061
mm, Becton Dickinson, Philedelphia, USA ) servikal yonde yaklasik 10-15 mm
ilerletildi ve 4.0 poliglaktin (Vicryl, Ethicon, Johnson&lJohnson, Norderstedt,
Germany) dikis ile proksimaldeki spindz prosese fikse edildi (Sekil 19).
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Sekil 19: Duranin yirtilip dura altindan polietilen tiipiin yerlestirilmesi

Polietilen tiipiin diger ucu cilt altindan kiint keskin disseksiyonla tiinel
olusturulup kulak arkasindan c¢ikartildi. Epidural anestezi modelinde oldugu gibi
kateter yerlestirilmesi ve fiksasyonunu takiben vertebral kemikte acilan delik fibrin
matriks (TISSEEL) ile kapatildi. Paravertebral kaslar ve paravertebral fasya 5.0
poliglaktin (Vicryl, Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt, Germany) dikis ile

primer siitiire edilerek kapatildi.

3.5. Biyokimyasal Olciimler

3.5.1. Malondialdehit (MDA) doku diizeyi dl¢iimii

Lipid peroksidasyonun son {irlinlerinden biri olan malondialdehitin doku
diizeyinin belirlenmesinde Buege-Aust yontemi tercih edildi (143,144). Kas dokular1
Ultra Turrax ile homojenize edildi ve 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile %10°luk homojenatlar
hazirlandi. %10’luk kas homojenatindan 250 ml alind1. Uzerine 750 ml distile su ve

2 ml Buege ayraci eklendi, karistirild1 ve 15 dakika kaynar su banyosunda bekletildi,
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sogutuldu ve santrifiij edildi. Absorbanslar, homojenat icermeyen bir ayirag koriine
kars1 532 nm’de spektrofotometrede okundu. Malondialdehit diizeyleri MDA’ ’nin
molar ekstinksiyon katsayis1 (e= 1.56 x 10° M~! cm™!) kullanilarak hesapland: ve

sonuglar nmol MDA/gr yas doku cinsinden tanimlandi.

Buege ayraci : %0.67 TBA + 7.5 ml TCA + 1.05 ml derisik HCI + 5 mg BHT / 50
ml H20

3.5.2. Paraoksonaz (PON 1) doku diizeyi ol¢iimii

Paraoksonaz enzimi insan 7q21-22 kromozomundan kodlanmaktadir. Karaciger,
dalak, ince bagirsak gibi organlarda ve serumda yaygin bir dagilim gdstermektedir.
Paraoksonazin bilinen ii¢ tipi bulunmaktadir. PON 1 paraoksonaz, arilesteraz,
homosistein tiolaktonaz (HTLaz) aktivitelerini gosterirken, PON 2 ve PON 3 sadece
HTLaz aktivitesi gostermektedir. PON1‘in, LDL’nin hiicre kaynakli oksidasyonuna
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. PON 1°in bunu nasil yaptiginin mekanizmasi
tam olarak aciklanamamasina ragmen c¢alismalarda HDL bagimli PON 1’in yalniz
LDL oksidasyonunu degil, ayn1i zamanda HDL oksidasyonunu da engelledigi
gosterilmistir. Bu etki PON 1’in lipoprotein aracili peroksitleri hidroliz edebilme
ozelligine baghdir. PON 1 lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve
kolesterol ester peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz
edebildigi gosterilmistir. Paraoksonazin fosfatidilkolinleri hidroliz etme kapasitesi,
okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi
nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu bildirilmistir. LDL iizerine PON 1’in
antioksidan etkisi endotel hiicrelerine monosit adezyonunu ve okside fosfolipidlere
baglanan makrofaj kemotaksisini azalttig1 bildirilmistir. Yapilan caligmalarda
Paraoksonaz diizeyi ile oksidatif stres arasinda karsilikli bir iliski oldugu ileri

siirlilmiistiir (145, 146).
Paraoksonaz enziminin substratt olan paraoksonu hidrolizi sonucu olugan p-

nitrofenoliin dakikada olusturdugu absorbans artisinin 25°C’ lik ortam 1sisinda ve

405 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢limii ile enzim aktivitesi saptanir. Kas doku
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ornekleri eritildikten sonra 10 pL serum igerisinde 2mM CaCl2 ve 1 mM paraokson
bulunan 50 mM Tris-HCI asit tamponu (PH:8) ile 1 ml’ ye tamamlanip homojenize
edildi ve homojenatlar 10.000 X g’de 15 dakika siireyle santrifiije edildi. Sonra
siipernatantlar PON oOl¢limlerine mani olan tip B esterazlar1 engellemek i¢in 10 uM
paraokson varliginda 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Kore sadece 1 mM CaCl ve 1
mM paraokson bulunan Tris-HCI asit tamponu (PH:8, 50 mM) kondu. P-nitrofenoliin
meydana getirdigi absorbans artis1 30 sn aralarla 25°C’ lik ortam 1si1sinda ve 405 nm’
de kaydedildi. P-nitrofenol miktar;, 17000 M~! cm™! (PH:8) molar ekstinksiyon
katsayis1 kullanilarak hesaplandi. 1 {inite paraoksonaz aktivitesi 1 dakikada 1 nmol p-

nitrofenol olusturuldu. Paraoksonaz aktivitesi U/L gr yas doku olarak verildi.

3.5.3. Nitrik oksit (NO) doku diizeyi 6l¢iimii

Nitrik Oksit, nitrit oksit sentetaz (NOS) enzimi tarafindan biyolojik sistemlerde
sentezlenir. In vivo ortamlarda nitrit oksidin son {iriinleri nitrit ve nitrattir. Nitrit ve
nitratin kismi oranlar1 degiskendir ve kesinlik gdstermez. Bu nedenle total nitrik
oksidin en iyi indeksi hem nitritin hem de nitratin toplam1 olarak ifade edilir. NO
kitleri iki basamakli bir yontemle total nitrit / nitrat Slgiimlerini saglayan dogru ve

kullanislt bir metot sunmaktadir (147).

Nonspesifik reaksiyonlarin Oniine gegebilmek amaciyla numuneler once
deproteinize edilip daha sonra total nitrit (nitrit ve nitrat) seviyeleri ol¢iildi. NO
analizi Griess reaksiyonu ile belirlendi. Total nitrit (nitrit + nitrat) konsantrasyonu
modifiye kadmiyum rediiksiyon metodu ile degerlendirilerek reaksiyon sonu olusan
pembe rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile sonuglar

mikromol/L gr yas doku olarak belirlendi.
3.5.4. Total antioksidan kapasite (TAK) doku diizeyi 6l¢iimii
Total antioksidan kapasite Erel yontemi ile dl¢iildii (148). Bu 6l¢iim yonteminde

2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6- siilfonik asit) radikali (ABTS radikali)

kullanilmaktadir. ABTS radikali, antioksidan konsanrasyonuna ve antioksidan
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kapasiteye gére mavi ve yesil rengini kaybetmektedir. Bu renk degisikligi, absorbans
degeri 660 nm’de Olclilerek degerlendirme yapilmaktadir. Bu 6l¢iim metodunun
prensibi hidrojen peroksit varliginda ABTS molekiiliiniin ABTS* molekiiliine okside
olmasina dayanmaktadir. 30 mmol/L asetat tamponu ve pH: 3.6’da koyu yesil renkte
olan radikalin, asetat tamponu 0.4 mol/L, pH: 5.8 oldugunda rengi agilmaktadir.
Renk degisimi ile Ornek i¢indeki antioksidan miktar1 arasinda ters iliski
bulunmaktadir. Reaksiyon hizi standart yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir.

Sonuglar trolox equiv./L olarak belirlendi.

Oncelikle reaktifler hazirlandi. Birinci reaktif 32,8 gr CH3COONa’nin 1000 ml
distile su iginde eritilmesi ile 0.4 mol/L asetat tampon soliisyonu (pH: 5.8 olacak
sekilde) olusturuldu. 22.8 ml asetik asit, 1000 ml su ile seyreltilerek, 0.4 mol/L
konsantrasyona getirildi. 940 ml sodyum asetat soliisyonu ile 60 ml asetik asit
soliisyonu karistirildi. ikinci reaktif ise 2.46 gr CHsCOONa, 1000 ml distile suda
eritilerek 30 mmol/L asetat tampon soliisyonu (pH: 3.6) hazirlandi. 1.705 ml Asetik
asit 1000 ml distile su ile seyreltilerek, 30 mmol/L konsantrasyonda karisim elde
edildi. 75 ml sodyum asetat soliisyonu, 925 ml asetik asit soliisyonu ile karigtirild.
pH:3.6 olacak sekilde ayarlandi. Sonra 278 pl H20: soliisyonu, 1000 ml tampon
sollisyonu ile seyreltilerek 2 mmol/L konsantrasyona getirildi. Daha sonra 0.549 gr
ABTS radikali, 100 ml hazirlanan soliisyonda eritilerek 10 mmol/L konsantrasyona
getirildi. Bir saat oda 1sisinda bekletildi ve karakteristik ABTS renginin olusmasi
saglandi. Spektrofotometrik ayarlardan sonra Aeroset otomatik analizatore (Abott

Aeroset® C8000™ cihazina) uygulandi. Ol¢iim formati tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Total antioksidan kapasite (TAK) 6l¢iim formati

1. Reaktif voliimii 200 pl (asetat tamponu 0,4 mmol/L, pH 5,8)

Ornek voliimii S ul (serum ya da diger sivilar, saf antioksidan
sollisyonu)

2. reaktif voliimii 20 pl (2. radikal: 30 mmol/L, pH 3,6 i¢cinde ABTS )
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Dalga boyu 660 nm (ya da 420 ve740 nm aralig1)

Degerlendirme Ik 6l¢iim R1 ile R2 karisgimi aninda ve son olgiim

karigtirilmadan 5 dakika sonra

Kalibrasyon sekli Dogrusal

3.5.5. Total oksidatif stres (TOS) doku diizeyi 6l¢iimii

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kalorimetrik bir yontemdir (147). 140
mM’lik NaCl ¢ozeltisi igerisine 25 mM H2SOs ¢oziilerek ana soliisyon hazirlandi.
Birinci reaktifte ana sollisyonda dnce % 10 oraninda gliserol ¢oziiliip daha sonra total
voliimde 250 pM Xlenol orange ¢6ziilerek hazirlandi. Ana soliisyon igerisine dnce 10
mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziiliip sonra 5 mM amonyom ferréz siilfat
cozillerek ikinci reaktif hazirlandi. Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-
dianisidine kompleksini ferrik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu
reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katina cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik
ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan
oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Sonuglar pmol H202 Eqv. / L olarak belirlendi.

3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Patolojik degerlendirme i¢in alinan doku biyopsi drnekleri % 10’luk formaldehit
soliisyonuna alinarak 72 saat tespit icin bekletildikten sonra rutin histopatolojik

takipten gecirilerek H&E boyasiyla boyanip belirli bir uzman patolog tarafindan
degerlendirildi.
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Alinan doku o6rnekleri, oda 1sisinda, %10’luk formalin soliisyonu igerisinde 72
saat tespit edildi. Tespit edilen dokular standart doku takip yonteminden gegirilerek
hazirlanan parafin bloklardan mikrotomla lamlara 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Her denekten alman 10 adet seri kesit histolopatolojik degerlendirmenin
yapilabilmesi amaciyla hematoksilen-eozin ile boyandi. Dejeneratif bulgularin
degerlendirilmesi ardarda alinan seri kesitlerde, her kesitten gelisigiizel secilen 5 ayr1
alanda, her bir alan i¢in 50 biiyiik biliyiitme alaninda yapildi. Her bulgu igin verilen
puanlar istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendirmenin yapilabilmesi ig¢in
kesitler deparafinizasyon amaciyla bir gece 37 °C ve ertesi giin 1 saat 60 °C olacak
sekilde etiivde bekletilerek 15'X2 ksilole etkin birakildi. Dehidrate edilmesi amactyla
dokular 10’ar dakika olacak sekilde sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol
serilerinden gecirildi. Dehidrate edilen dokular alkolden arindirilmak i¢in 5X2 kez
distile sudan gecirildikten sonra, doku igerisinde formaldehitin kapattig1 reseptor
bolgelerinin agiga ¢ikarilmasini saglamak ic¢in lp sitrat tamponu ile mikrodalga
firinda, 650 watta 5 dakika, 550 watta 5'X3 kez retriver isleminden gecirildi. 20
dakika oda 1sisinda sogumaya birakilan kesitler, 5 dakika distile suda yikandiktan
sonra pap pen ile kesit lizerindeki dokularin etrafi ¢izilip daha sonra, 15 dakika % 3’
liik hidrojen peroksite etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke
edildi. Islem sonrasinda PBS (Phosphate buffer saline, pH=7,4) ile camlar yikandi ve
yikanan camlara 5 dakika Ultra V blok uygulanarak 6zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor
asamasina ge¢ildi. Bu amagcla kesitlere caspas 3 (CPP32) Ab4 primer antikoru
damlatilarak 30 dakika oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra PBS ile yikanan camlara
20 dakika biyotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora baglanmasi
saglandi. PBS ile yikanan camlar 20 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksinde etkin birakilip, bdylece camlarda enzimin biyotine baglanmasi
saglandi. Son olarak AEC ( 3 — amino — 9 — ethylcarbazide ) eklenerek yaklasik 10
dakika bekletilip, gozle goriilebilir iirlinlin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi
olarak Mayer’in Hemotoksilen’i kullanildi. Bu sekilde boyanan camlar 151k
mikroskopta degerlendirildi. Olusturulan kesitlerde 200’liik biiyiitmede polimorf
niiveli hiicre infiltrasyonu, kas liflerinde nekroz bes farkli alanda oOlgiilerek

ortalamasi alinip enflamasyon bulgulart minimal, negatif ve pozitif olarak kategorize
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edildi. Buna ek olarak 200’lik biiyiitmede bes farkli alanda ol¢iiliip ortalamasi
aliarak hyalinizasyon “%” olarak ve niikleer degisiklikler hafif (+), orta (++),
siddetli (+ + +) olarak degerlendirildi (148).

3.7. istatiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS 2008 Statistical Software
(Utah, USA) programu kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma) yani sira niceliksel verilerin
karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren parametrelerin - gruplar arasi
karsilagtirmalarinda Oneway Anova testi ve farklilifa neden ¢ikan grubun tespitinde
Tukey HSD testi kullanildi. Normal dagilim géstermeyen parametrelerin gruplar
aras1 karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun
tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Niteliksel verilerin karsilagtirilmasinda
ise Ki-Kare testi kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Takip doneminde bdlgesel anestezi amaciyla laminektomi prosediirii yapilan 3

siganda norolojik defisit gelismesi nedeniyle calisma disinda tutuldu. Diger tiim

siganlar normal ve problemsiz sekilde iyilesti. Arastiricilar bulgularin1 yorumlarken

deney gruplarini bilmeksizin ¢ift-kor olarak degerlendirildi

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Malondialdehit (MDA) sonuclari

Gruplara gore MDA diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p<0.05). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak

amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; I/R grubunun MDA diizeylerinin

sham grubundan anlamli sekilde yiliksek oldugu saptanmistir (p:0.001). Epidural

grubunun MDA diizeyleri /R grubuna gére anlaml sekilde diisiik oldugu saptand:

(0.037). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).

Tablo 4: Gruplarda MDA diizeyleri

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) (nmol/gr doku) (nmol/gr doku)

1 122.32 145.18 96.16 237.58
2 182.71 176.70 98.42 165.00
3 216.41 244.11 246.53 247.55
4 76.93 115.40 115.40 192.40
5 108.60 293.31 118.14 195.29
6 141.77 112.71 82.37 172.18
7 133.62 151.46 298.99 257.90
8 149.02 119.83 239.41 162.47
9 146.20 291.00 177.00 248.11
10 138.48 114.73 96.78 258.25
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Tablo 5: Gruplara géore MDA degerlendirmesi

MDA

Grup
Ort+SS (medyan) Min-Max

Sham 141.60+38.12 (140.12) 76.93-216.41
Spinal 176.44+72.85 (148.32) 112.71-293.31
Epidural 156.92+78.13(116.77) 82.37-298.99
I/R 213.67+39.93 (216.43) 162.47-258.25
P 0.035*
Sham-Spinal 0.450
Sham-Epidural 0.762
Sham-I/R 0.001**
Spinal-Epidural 0.345
Spinal-i/R 0.112
Epidural-i/R 0.037:%
Kruskal Wallis test kullanildi #p<0.05 #p<0.01

Gruplara Gore MDA Diizeyleri

medyan

25

20

15

10

Sham Spinal Epidural I/R

Sekil 20: Gruplara gore MDA diizeyleri
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4.1.2. Paraoksonaz (PON) sonuclari

Gruplara gore PON diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigin1 saptamak

amaciyla yapilan Mann Whitney U test sonucunda; epidural grubunun PON

diizeylerinin I/R grubundan anlamli sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (p:0.028).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).

Tablo 6: Gruplarda PON 1 diizeyleri

Sham Grubu | Spinal Grubu | Epidural I/R Grubu
(n=10) (n=10) Grubu (n=10)
(U/L gr doku) | (U/L gr doku) (n=10) (U/L gr doku)
(U/L gr doku)

1 41.86 34.19 38.09 39.65

2 41.34 33.81 36.92 22.36

3 33.54 33.02 34.71 35.75

4 33.02 34.71 62.66 37.44

5 36.92 37.53 59.67 27.30

6 31.85 37.71 31.85 32.89

7 32.50 36.40 39.13 35.23

8 33.54 34.06 49.79 36.40

9 28.60 38.09 41.34 26.40

10 35.75 40.82 325 20.67
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Tablo 7: Gruplara gére PON 1 degerlendirmesi

PON 1

Grup
Ort£SS Min-Max

Sham 34.89+4.17 (33.5) 28.60-41.86
Spinal 36.03+2.48 (35.5) 33.02-40.82
Epidural 42.66+11.01(38.6) 31.85-62.66
/R 31.41+6.70 (34.1) 20.67-39.65
P 0.045*
Sham-Spinal 0.212
Sham-I/R 0.384
Sham-Epidural 0.096
Spinal-i/R 0.140
Spinal-Epidural 0.173
Epidural-i/R 0.028*

Oneway ANOVA test kullanildi

#4p<0.01
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Sekil 21: Gruplara gére PON diizeyleri
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4.1.3. Nitrik oksit (NO) sonuclari

Gruplara gore Nitrik oksit diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 8: Gruplarda NO diizeyleri

Sham Grubu Spinal Grubu | Epidural Grubu I/R Grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
(pmol/L gr doku) (umol/L gr doku) (umol/L gr doku) (nmol/L gr doku)

1 5.33 5.72 12.74 13.13
2 11.63 6.76 14.03 6.65
3 9.69 17.16 10.11 5.85
4 12.80 10.14 15.47 6.37
5 11.57 33.67 6.32 87.75
6 15.99 10.01 4.29 33.28
7 9.84 28.8 11.31 15.7
8 7.72 24.57 7.02 31.98
9 8.67 6.37 33.28 7.28
10 12.7 7.15 16.64 5.07

Tablo 9: Gruplara gore Nitrik oksit degerlendirmesi

Nitrik oksit

Grup

Ort+SS (Medyan) Min-Max
Sham 10.59+£3.01 (10.71) 5.33-15.99
Spinal 15.03+10.40 (10.07) 5.72-33.67
Epidural 13.1248.16 (12.02) 4.29-33.28
IR 21.31+25.62 (10.20) 5.07-87.75
P 0.977

Kruskal Wallis test kullanild:
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4.1.4. Total antioksidan kapasite (TAK) sonug¢lari

Gruplara gore total antioksidan kapasite diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik bulunmaktadir (p<0.01). Farkliligin hangi gruptan kaynaklandiginm

saptamak amaciyla yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; epidural grubunun total

antioksidan kapasite diizeylerinin sham, spinal ve I/R gruplarindan anlaml sekilde

yiiksek oldugu saptanmistir (p:0.001; p:0.001; p:0.001). Diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 10: Gruplarda TAK diizeyleri

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
(mmol Trolox | (mmol Trolox | (mmol Trolox | (mmol Trolox
Equiv./L gr doku) Equiv./L Equiv. /L gr doku) | Equiv./L gr doku)
gr doku)

1 0.086 0.216 0.964 0.148

2 0.157 0.201 0.387 0.104

3 0.097 0.146 0.626 0.07

4 0.077 0.076 0.376 0.105

5 0.058 0.118 0.163 0.171

6 0.122 0.13 0.555 0.083

7 0.125 0.159 0.742 0.171

8 0.164 0.154 1.105 0.056

9 0.054 0.121 0.779 0.092

10 0.051 0.077 0.589 0.061

Tablo 11: Gruplara gore total antioksidan kapasite degerlendirmesi

Grup

Total Antioksidan Kapasite
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Ort+SS (Medyan) Min-Max

Sham 0.09+0.04 (0.09) 0.05-0.16
Spinal 0.14+0.04 (0.14) 0.07-0.22
Epidural 0.63+0.28 (0.61) 0.16-1.11
/R 0.11+0.04 (0.09) 0.05+0.17
P 0.001**
Sham-Spinal 0.104

Sham-i/R 0.597
Sham-Epidural 0.001**

Spinal-I/R 0.130
Spinal-Epidural 0.001**
I/R-Epidural 0.001%*

Kruskal Wallis test kullanildi #p<0.01

Gruplara Gore Total Antioksidan Kapasite Diizeyleri
Medyan P
08
0,61
0,4
0,2
0- .
Sham Spinal Epidural /R
B Total Antioksidan Kapasite

Sekil 22: Gruplara gore total antioksidan kapasite diizeyleri
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farklilikk  bulunmaktadir (p<0.01). Farkliligin hangi

4.1.5. Total oksidatif stres (TOS) sonuclari

Gruplara gore Total oksidatif stres diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

gruptan kaynaklandigini

saptamak amaciyla yapilan Post-Hoc Tukey HSD test sonucunda; Spinal grubunun

oksidatif stres diizeylerinin epidural grubundan anlamli gekilde yiiksek oldugu

(p:0.045), I/R grubunun oksidatif stres diizeylerinin epidural grubundan anlaml

sekilde yiiksek oldugu saptanmistir (p:0.001). Diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 12: Gruplarda TOS diizeyleri

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
(nmol H202 Equiv./L | (umol H202 | (umol H202 | (umol H202 Equiv./L
gr doku) Equiv./L gr doku) Equiv./L gr doku) gr doku)
1 5.99 3.45 2.71 11.12
2 3.74 7.15 2.43 5.29
3 3.35 4.13 3.25 7.93
4 4.30 5.53 2.31 7.91
5 3.24 2.57 5.12 5.34
6 5.08 1.6 3.79 8.3
7 3.98 5.73 8.34 6.13
8 5.10 8.54 2.49 8.55
9 5.22 8.83 5.16 9.09
10 4.42 11.73 1.34 9.41

55




Tablo 13: Gruplara gore total oksidatif stres degerlendirmesi

Oksidatif Stres

Grup

Ort£SS Min-Max
Sham 4.44+0.69 1.74-3.30
Spinal 5.92+3.16 1.60-11.73
Epidural 3.69+2.03 1.34-8.34
/R 7.70+1.55 5.29-11.12
)4 0.001%*
Sham-Spinal 0.247
Sham-Epidural 0.104
Sham-i/R 0.06
Spinal-Epidural 0.045%*
Spinal-i/R 0.242
Epidural-i/R 0.001%*
Oneway ANOVA test kullanild: #<0.05 #p<0.01

Gruplara Gore Total Oksidatif Stres Diizeyleri

(@)
-
—t
+
192

Sham Spinal

Epidural I/R

B Oksidatif stres

Sekil 23: Gruplara gore total oksidatif stres diizeyleri
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4.2. Histopatolojik Calisma

Hematoksilen eozinle (H&E) boyanmis kesitlerde 200’likk biiyiitmede
hyalinizasyon, niikleer degisiklikler, enflamasyon bulgular1 degerlendirildi. Bes
farkli alanda 6lgiilen degerlerin ortalamasi alindi. Iskemi reperfiizyon yapilmayan
sham grubunda hyalinizasyon, niikleer gé¢ ve enflamasyon bulgular1 gézlenmemis
olup normal yapida ¢izgili kas dokusu goriiniimii dikkat cekmektedir (Sekil 24). I/R
grubunda bazi kas liflerinde merkeze niikleer gog, hyalinizasyon ve enflamasyon
dikkat ¢ekerken spinal anestezi grubunda kas liflerinde grubunda merkeze niikleer
gdc, hyalinizasyon ve enflamasyon bulgularinin belirgin oldugu gézlenmistir (Sekil
25-26-27-28). Epidural anestezi grubunda kas liflerinde niikleer degisiklikler belirgin

olmamakla birlikte, hyalinizasyon ve enflamasyon bulgular1 gézlenmistir (Sekil 29).

Sekil 24: Sham grubunda cizgili kas dokusu orneklerinin normal yapida oldugu
dikkat cekmektedir (H&E boyama, x200).
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Sekil 25: I/R grubunda bazi kas liflerinde merkeze niikleer go¢ ve hyalinizasyon
izlenmektedir(H&E boyama, X200).

Sekil 26: I/R grubunda dokularda enflamasyon ve hyalinizasyon izlenmektedir

(H&E boyama, X200)
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Sekil 27: Spinal anestezi grubunda bazi kas liflerinde dejenerasyon ile enflamasyon

ve merkeze niikleer gociin belirgin oldugu dikkat ¢ekmektedir (H&E boyama, X200)

Sekil 28: Spinal anestezi grubunda kas liflerinde diizensizlikle hyalinize globiiler
degisiklikler izlenmektedir (H&E boyama, x200)
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Sekil 29: Epidural anestezi grubunda dokularda enflamasyon ve hyalinizasyon

izlenmektedir (H&E boyama, X200).

4.2.1. Enflamasyon sonuclari

Gruplara gore enflamasyon durumlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.01); Sham grubunda enflamasyon goriilmeme orani
diger gruplardan yiiksekken, Spinal ve Epidural gruplarda minimum enflamasyon
orani diger gruplardan anlamli yiiksektir. Spinal grubunda minimal enflamasyon

orani epidural grubundan daha yiiksektir.
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Tablo 14: Gruplarda enflamasyon bulgular1 sonuglari

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
1 — Minimal + —
2 - + - +
3 — + Minimal +
4 — Minimal + —
5 = + + +
6 — Minimal Minimal —
7 = + + +
8 - + Minimal -
9 — Minimal + —
10 — Minimal Minimal -

Tablo 15: Gruplara gore enflamasyon degerlendirmesi

Sham Spinal Epidural I'R
Enflamasyon p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Negatif (—) 9 (%90) 0 (%0) 1 (%10) 6 (%60)
Pozitif (+) 1 (%10) 5 (%50) 5 (%50) 4 (%40) 0.001%*
Minimum 0 (%0) 5 (%50) 4 (%40) 0 (%0)
Ki-Kare test kullanildi *#p<0.01
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Oran (%)

Gruplara Gore Enflamasyon Durumu

Sham

Enflamasyon

Spinal

Epidural

E Negatif ®Pozitif IMinimum

/R

Sekil 30: Gruplara gore enflamasyon dagilimi

4.2.2. Niikleer degisiklik oranlar

Gruplara gore niikleer degisiklik durumlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklihk bulunmaktadir (p<0.01); I/R grubunda (+) orami diger gruplardan

yiiksekken, sham grubunda niikleer degisiklik goriilmeme orani diger gruplardan

anlaml yiiksektir. Spinal grubunda (++) niikleer degisiklik epidural grubundan daha

fazladir. Yine spinal grubunda (+++) niikleer degisiklik oran1 epidural grubundan

anlamli derecede fazladir.

Tablo 16: Gruplarda niikleer degisiklik sonuglar

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

1 + ++ ++ ++
2 0 ++ ++ ++
3 0 ++ + +
4 0 + ++ +++
5 + ++ + ++
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6 0 +++ + 4+ +
7 0 ++ ++ ++
8 0 +++ ++ ++
9 0 ++ ++ +
10 0 ++ ++ +

Tablo 17: Gruplara gore niikleer degisiklik degerlendirmesi

Niikleer Sham Spinal Epidural /'R

S p
Degisiklik n (%) n (%) n (%) n (%)
+ 2 (%20) 1 (%10) 2 (%20) 4 (%40)
++ 0 (%0) 7 (%70) 6 (%60) 5 (%50)

0.001**

+++ 0 (%0) 2 (%20) 1 (%10) 1 (%10)
Yok 8 (%80) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)
Ki-Kare test kullanild *#p<0.01

Gruplara Gore Niikleer Degisiklik

Sham Spinal Epidural I/R

Niikleer Degisiklik | m+ m++ O +++ O Yok

Sekil 31: Gruplara gore niikleer degisiklik dagilim1
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4.3.3. Hyalinizasyon sonuc¢lar:

Gruplara gore Hyalinizasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik  bulunmaktadir (p<0.01). Farkliligmm hangi gruptan kaynaklandigin
saptamak amaciyla yapilan Post-Hoc Tukey HSD test sonucunda; sham grubunun
hyalinizasyon diizeylerinin spinal, epidural ve I/R gruplarindan anlamli sekilde
diisik oldugu saptanmistir (p:0.001; p:0.001; p:0.001). Diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Tablo 18: Gruplarda hyalinizasyon sonuglar1

Sham Grubu Spinal Grubu Epidural Grubu I/R Grubu
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
1 % 5 % 15 % 25 % 20
2 % 5 % 25 % 20 % 40
3 % 0 % 20 % 15 % 25
4 % 5 % 10 % 35 % 30
5 % 0 % 35 % 25 % 20
6 % 10 % 30 % 40 % 15
7 % 0 % 25 % 35 % 20
8 % 5 % 45 % 40 % 10
9 % 5 % 25 % 30 % 10
10 % 5 % 30 % 25 % 20
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Tablo 19: Gruplara gore hyalinizasyon degerlendirmesi

Hyalinizasyon (%)
Grup
Ort+SS Min-Max
Sham 4.0+£3.16 0-10
Spinal 26.0+£9.94 10-45
Epidural 29.0+8.43 15-40
/R 21.0+9.06 10-40
P 0.001**
Sham-Spinal 0.001**
Sham-Epidural 0.001%*
Sham-i/R 0.001+*
Spinal-Epidural 0.841
Spinal-I/R 0.519
Epidural-i/R 0.140
Oneway ANOVA test kullanildy #5p<0.01
Gruplara Gore Hyalinizasyon (%) Diizeyleri
40

35 - (
orts S| T
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Sekil 32: Gruplara gore hyalinizasyon dagilimi



5. TARTISMA

Iskemide morfolojik ve fonksiyonel olarak kasi da iceren pek c¢ok dokuda
mikrovaskiiler diizeyde degisiklikler meydana gelir. Reperfiizyon sirasinda, kan
elemanlar1 ve iskemik doku arasindaki etkilesimler sonucunda hasarlar artar. iskemi
sonrasi dokularda enflamatuvar hiicrelerin, 6zellikle notrofil ve mast hiicrelerinin
reperfiizyon hasarinda sorumlu olduklarinin bulunmasi ile bu hiicrelerin doku
infiltrasyon ve aktivasyonlariin engellenmesi ile ilgili ¢aligmalar yapilmis ve doku
hasar1 azaltilabilmistir. Serbest radikallerin etki mekanizmalar1 tam olarak
anlagilamamis olmakla birlikte en 6nemli etkilerinden biri lipid peroksidasyonu
yoluyla hiicre membranin hasari olarak goriinmektedir (1,2). Serbest radikaller ayrica
yaygin yangisal hasar olusturabilirler ve doku hasarina yardim eden c¢esitli yangisal
mediyatorleri ¢ekebilirler. Varolan tedavilerin her biri spesifik olaylart inhibe ettigi
icin, ayn1 tedavide farkli hedeflere yonelerek birden fazla basamag: etkileyen tedavi

stratejisine gereksinim vardir (5,11,18).

Flep veya replantasyon operasyonlari gibi mikrovaskiiler cerrahi girisimlerde
hastanin yag1, ek bir sistemik hastalik varligi, cerrah teknik, operatdriin tecriibesi gibi
bir ¢ok faktoriin yaninda uygulanacak anestezik yontem de operasyonun etkinligini
temel olarak etkilemektedir (23,25,128). Cerrahi ilerlemelere ragmen iskemi-
reperfiizyon hasar1 flep cerrahisinde 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir.
Uygulanacak anestezik yontemin transfer edilen dokuda sistemik ve bolgesel kan
akimmi etkiledigi ortaya konmustur. Bu nedenle vazospazmi ve perfiizyon
bozuklugunu engelleyecek anestezik yontemin uygulanmasinin iskemi reperfiizyon

hasarini azaltmada faydali olacag diistiniilmektedir (127,131,132).

Flep transferi yapilirken kan akimimin durmasiyla flebin anoksik hale gelmesi
primer iskemi periyodudur. Anaerobik metabolizmaya bagl olarak laktat birikimi,
pH’da diisme, kalsiyum miktarinda artis, enflamatuvar mediyatorlerin birikimi ve
ayrica oksijen yoklugunda zararsiz oldugu disiliniilen ancak oksijen varliginda
hidroksil radikallerinin olusumu i¢in kaynak olan serbest oksijen radikallerinin

birikimi gergeklesir (10,13,22).  Primer iskemide hasarin siddeti iskemi ile
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orantilidir. Metabolik hiz1 yiiksek dokular iskemiye daha duyarhidir. Iskelet kasi
iskemik hasara deriden daha duyarlidir. Anastomoz sonrast vaskiiler klempin
acilmasiyla reperfiizyon baslar. Normal olarak kan akiminin yeniden saglanmasi
primer iskeminin olusturdugu fizyolojik bozuklugu tersine cevirir. Flep minimal
hasarla iyilesir. Ancak uzamis iskemi siiresi ve kotii perfiizyon basinct olaymn bu
sekilde gerceklesmesine izin vermez (16,18). Yeniden olusan kan akimi flebin
nekrozuyla sonuglanan enflamatuvar maddelerin girisine izin vermesiyle reperfiizyon
hasar1 meydana gelir. Sekonder iskemi serbest flebin transplante edilmesi ve
reperfiizyonundan sonra geligir. Bu iskemi periyodu flebe primer iskemiden daha ¢ok
zarar verir. Sekonder iskemiden etkilenen fleplerde masif intravaskiiler tromboz ve

hiicreleraras1 6dem gelisir (1,2,16,19).

Iskemi reperfiizyon hasar1 tibbin cesitli dallarinca ilgi odag1 haline gelmis ve bu
konuyla ilgili pek ¢ok caligma yapilmistir. Ayrica bu konu plastik, rekonstriiktif ve
replantasyon cerrahisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Cesitli travmaya veya malign
tiimdr cerrahisine sekonder doku defektlerinin onariminda kullanilan fleplerde, uzuv
amputasyonlar1 onarimi sonrasi gelisen iskemi reperflizyon hasarimi azaltmak
amaciyla pek cok calisma yapilmistir. Ancak anestezik yontemlerin iskemi
reperflizyon hasar1 iizerine olan etkileri konusunda yapilan klinik veya deneysel
caligma sayist sik degildir. Bu konuyla ilgili kesin bir yaklagim, yontem veya sonuca

ulagilamamustir

Hastanin fizyolojik durumu transfer edilen dokularin canliliginda major
belirleyicidir. Cerrahi siirenin uzun olmasi, kan kaybi1 ve hipotermi ve bunlara
sekonder gelisen hipovolemi ,vazokonstriksiyon ve hipotermi diizeltilmezse flebin
kan akimi bozulur ve flep kaybi ile sonuglanir. Biitiin bunlar flep cerrahisinde
anestezik hedefin vazodilatasyon, iyi perflizyon ve diisiik vizkosite oldugu sonucunu
cikarmaktadir. Inhalasyon anestezisi uygulanan vakalarda postoperatif dénemde
geligen bulanti, kusma, titreme, agr1 gibi semptomlar fleplerde kan akimi dengesini
bozarak olumsuz etkileyebilmektedir (23,25,40,41). Bu siirecte mikrodolasimda
tikanma ve flep kaybi1 meydana gelebilir. Postoperatif donemde gelisen agri

vazospazmi, vazospazm da agriy1 tetikleyen durumlardir (42-45). Bolgesel anestezik
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yontemlerle yapilan sempatik blokajin vazodilatasyon olusturarak perflizyonu
diizeltebildigi ve agriy1 engelleyerek vazospazmin tetiklemesinin 6niine gecebildigini

gosteren deneysel ve klinik ¢alismalar bulunmaktadir (134).

Calismamizda bolgesel anestezik yontemlerin flep mikrodolasimi iizerine
olumlu etkilerinden farkli olarak iskemi reperfiizyon hasar1 iizerine etkilerini
degerlendirdik. Bunun i¢in deneklerde olusturdugumuz TRAM flebinde gelisen
iskemi-reperfiizyon hasarimin siddetini belirlemek i¢cin MDA, PON, NO, TAS, TOS

gibi biyokimyasal parametreleri kullandik.

[-R yapilmayan sham grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda kontrol grubu
I-R hasariyla uyumlu degisiklikler gdstermistir. Buna gére kontrol grubunda sham
grubuna kiyasla MDA, TOS, NO seviyelerinde artmis ve PON, TAS seviyeleri
azalmis olarak bulunmustur. Artmis iskemi-reperfiizyon hasaria bagli olarak olusan
serbest oksijen radikallerinin yol agtig1 lipid peroksidasyonunun ara {irtinlerinden biri

olan dien konjugat ve son iirlinlerden biri olan MDA doku diizeyleri tespit edilmistir.

Lipid peroksidasyonu hidroksil radikallerinin, 6zellikle satiire olmamis hiicre
lipidleriyle reaksiyona girmesiyle baslar. Bu reaksiyon sonucu lipid radikalleri
olusur. Lipid radikalleri, ¢ift baglarinda ortaya ¢ikan yapisal degisiklikle dien
konjugata doniistir. Dien konjugat, Oz varliginda lipid hidroperoksiradikale, o da lipid
endoperoksiradikale dontisiir. Lipid endoperoksiradikal iki farkli yol izleyebilir;
diger lipid molekiillerini okside ederek daha stabil olan lipid hidroperoksit ve lipid
++

radikali olusturabilir, veya O: ve Fe

(119,120). Lipid alkoksiradikalin yikilmasiyla alkil radikal, lipid aldehit ve MDA son

varliginda lipid alkoksiradikale dontigebilir

tirtinleri olusur. Bu molekiiller iginde, lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak
diizey 6l¢iimii en uygun olan MDA olarak belirlenmistir (144). Biz de bu ¢aligmada
iskemik hasarin biyokimyasal gostergelerinden olan MDA doku diizeylerini tercih
ettik. Calismada epidural anestezi grubunda MDA diizeyleri I/R grubuna gore
anlamli olarak azalmistir. Spinal anestezi grubu ile I/R grubu arasinda anlaml fark

yoktur. Bu bulgular literatiirdeki ¢aligmalar ile uyum gostermektedir.
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PON 1, paraokson, diazookson gibi organik fosfatlar1 hidrolizleyerek detoksifiye
edebilen genis bir substrat spektrumuna sahiptir. PON 1’in iskemi reperfiizyon
hasarma bagli olarak oksidatif modifikasyonlara karsi lipoproteinleri koruduguna
inanilmaktadir. Jerzy ve arkadaslarinin yaptigi renal iskemi reperfiizyon modelinde
hiperleptineminin iskemi reperfiizyon hasarinmi arttirdigini ve hem plazma hem de
dokuda PON aktivitesini azalttigin1 gostermislerdir (145,146). Bizim ¢alismamizda
epidural grubunda PON 1 aktivitesinin I/R grubuna gore anlamli sekilde yiiksek

oldugu bulunmustur. Spinal grubu ile I/R grubu arasinda anlaml fark yoktur.

Nitrik oksit I/R hasarinda vaskiiler toniisiin diizenlenmesi gibi bir ¢ok fizyolojik
olaylarda anahtar rol oyanayan c¢ok fonksiyonlu bir molekiildiir. NO; L-arjininin
terminal guanido nitrojeninden, Once hidroksi-L-arjinin sonra da L-sitriillinin
olustugu ve nitrik oksit sentetazin katalizledigi bir reaksiyondan olusur. Olusan NO
hizla ¢cGMP diizeyine artisa neden olarak diiz kas hiicrelerinde relaksasyon ile
sonuglanir. iskemi sirasinda dokuda NO artar, ardindan reperfiizyonla nétrofiller
toplanir ve ¢esitli yollardan siiperoksit radikali artar ve peroksinitrit olusur (98,150).
Endotel hasar1 ile notrofil-endotel etkilesimi kisir dongliye girer. McCall ve
arkadaslar1 16kositlerin I/R hasarinda 6nemli bir rolii olduguna dair yaptiklari
calismada NO’in PNL aggregasyonunu inhibe ettiklerini gdstermislerdir (151). I/R
hasar ile ilgili olarak ilerleyen caligmalar devam ederken NO konusunda bazi
celiskiler ortaya konmustur. Ug farkli izoformu olan nitrik oksit iki fonksiyonel
gruba ayrilir. Birisi yapisal NOS’dur. eNOS ve nNOS izoformlar1 bu gruba girer
(96). Bu enzimler Ca*? bagiml olup fizyolojik amaglh diisiik konsantrasyonlarda
kisa patlamalarla NO iiretir. Diger smif ise indiiklenebilir NOS’dur. Bu izoform Ca*?
bagimsizdir (101). Enzim aktive oldugu siirece yiiksek miktarlarda NO {iretir. Genel
olarak eNOS koruyucu bir enzim olarak goriiliirken iINOS tarafindan tiretilen NO’in
toksik ve zarar verici bir ajan oldugu disliniiliir (153). NO temel bir element
olmasia ve ¢ok farkli fizyolojik islevlerde gorev almasina karsin iiretimi her zaman
yararli degildir. Asir1 olarak veya azalmig iiretimi fizyopatolojik siireg¢lerde zararh
etkilere sahiptir. NO fizyolojik sartlarda fizyolojik islevler i¢in uygun diizeylerde
iiretilir. I/R hasar1 gibi cesitli doku hasarlarinda ¢ok daha yiiksek diizeylerde NO

iiretilir. NO’in bu fazla iiretimi hakkinda ters iki yonde de goriisler vardir. Fazla NO
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tiretiminin hasar kars1 koruyucu etkisi oldugunu belirten ¢aligmalarin yaninda zararl

oldugu yoniinde ¢alismalarda oldukca fazladir (150).

NO’in zararl etkileri reperfiizyonla birlikte oksijenin nitrik oksiti peroksinitrik
radikallerine ve buna bagl olarak lipit peroksidasyonuna ve asirt Ca*? neden olmasi
seklinde agiklanabilir (110,116,118). Bunlardan birincisi daha fazla NO {iretimine
neden olurlar ki bu asir1 NO daha fazla toksisite demektir. Ikincisi mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon ve ksantin oksidaz yoluyla oksijen radikali olusumunun
artmas1 ve buna bagl hasarin artmasidir. Ugiinciisii asir1 NO nedeniyle mitokondriyal
solunum ve glikolizisin engellenmesi ve hiicre 6liimiidir. NO I/R hasarnda
koruyucu olduguna ve yasayan alani arttirdigina dair ¢aligmalar da oldukga fazladir
(98,101,104-107). Ornegin Murat Tiiregiin ve arkadaslar1 kas flepleri I/R
yaralanmalarinda nitrik oksit ve donorlerinin mikrosirkiilasyon iizerine etkilerini
arastirmiglar ve NO’in 10kosit-endotel yapisma etkilesimlerini engelleyerek kas
fleplerinde, I/R yaralanmasininin engellenmesi veya etkisinin azaltilmasinda faydali
olabilecegi sonucuna varmiglardir. Meldrum ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada,
sican iskelet kasinda L-NAME ve L-Arjininin iskemi reperfiizyon hasari iizerine
etkilerini incelemisler ve caligmalarinda L-NAME ve NO inhibitorlerinin NO
toksisitesini diisiirerek yasayan alani arttirdiklarini bildirmislerdir (101,104).

Boyle ¢ift yonlii etkilere ragmen NO’in I/R hasarinda koruyucu ve yasayan alani
arttiric1 etkisini benzer sonuglarla ortaya koyan ve bunu flepler iizerinde de gosteren
bir ¢ok c¢aligma vardir. Suzuki ve arkadaslarinin rat dorsal deri flep modelinde
yaptiklar1 aglismada L-arjinin ve L-NAME verilip lazer dopler ile kan akimini
incelemiglerdir. L-arjinin ile yasayan alan onemli Olgiide artarken L-NAME ile
azalmistir (154). Calismamizda gruplar arasinda NO seviyeleri arasinda anlamli
farklilik saptanmamigstir. Bunun sebebinin NO’in farkli dokularda farkli etki
gostermesi, dokulardaki akim miktarlarinin farkli olmasi ve yapilan ¢aligmada NOS
izoformlarinin  her birinin ayr1 ayri eksik oldugu transgenik deneklerin

kullanilmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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Serbest oksijen radikallerinin olusumunun Onlenmesi, olusan radikallerin
ortadan kaldirilmasi veya baskilanmasi, radikal zincir reaksiyonlarinin kirilmasi,
hasara ugrayan hedef molokiillerin tamiri veya uzaklastirnmasinda, gecis metal
iyonlarin baglanmasinda rol alan enzimatik olan ve olmayan antioksidanlar genel
olarak TAK bashig altinda toplanabilir (148,155). Biyolojik sistemlerde, serbest
radikallerin etkilerinden organizmay1 koruma gorevini listlenen antioksidan sistemler
vardir. Bu sistemler, enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilirlar. Genel olarak
enzimatik antioksidanlar hiicre icinde enzimatik olmayan antioksidanlar hiicre
disinda etkilidir. Enzimatik olanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx)’dir (104,105). Enzimatik olmayanlar ise organizmada
metabolik faaliyetler sonucu olusan ve beslenme ile viicuda alinan antioksidanlardir.
Bu sistemler, dokularda ve kanda bulunurlar. Dokuda bulunan antioksidanlarin
konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 tayin edilebilmektedir. Ancak zaman aldig1, pahaliya mal
oldugu, kompleks teknikler gerektirdigi i¢in tercih edilmez (107). Bu nedenle
plazmada total antioksidan kapasitenin tayini i¢in yoOntemler gelistirilmistir. Bu
yontemler, literatiirde total antioksidan kapasite (TAK), total antioksidan aktivite
(TAA), total antioksidan giic (TAOP), total antioksidan durum (TAS) tayini gibi
farkli isimler kullanilarak tanimlanmalarina ragmen hepsinin amaci ve prensibi
aynmidir (156). TAK tayini ile dokuda entegre olmus antioksidanlarin toplam
aktivitesi bulunur. Dokudaki her bir antioksidanin aktivitesinin hesaplanip degerlerin
toplanmasindan sonra elde edilen deger ile TAK sonuglar1 birbirinden farklidir. Bu
yontem ile dokudaki bilinen ve bilinmeyen antioksidan maddelerin ve bunlarin
sinerjik etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikan antioksidan kapasite tayin edilir. Bu sekilde
oksidan/antioksidan sistemler arasindaki in vivo denge daha kolay anlagilmaktadir

(157).

TAK tayini ile dokuda olmus antioksidan durumun 6l¢iimii, antioksidanlarin tek
tek Olclimiinden daha degerli bilgiler verebilir bu yiizden dokunun antioksidatif
durumunu saptamada bireysel antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidan
degerini veren toplam antioksidan kapasite 6l¢iimii yayginlagmaktadir. Bu yiizden
calismamizda ¢eliskiyi bir nebzede olsa acgiga kavusturmak icin Erel tarafindan

gelistirilen ve giiniimiizde en popiiler metod olarak kabul edilen ydntemle total
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antioksidan kapasite Ol¢iimiinli tercih ettik (148). Total Antioksidan yontemle
dokuda bulunan total —SH, vitamin C, iirik asit, vitamin E, Bilirubin ve diger bir¢ok
antioksidan hassas bir sekilde oOlgiildii. Calismamizda epidural anestezi grubunda
TAK seviyeleri spinal ve I/R grubuna gére anlamli sekilde yiikselmistir. Lazar ve
arkadaglarinin yaptiklar1 deneysel c¢alismada, torasik bdlgeden yapilan epidural
anestezinin, gastrik tiiplin distal kismindaki mikrovaskiiler perfiizyonu 6nemli dlciide
arttirdigini géstermis ve bu teknigin rekonstriiktif 6zofagus cerrahisinde kullanimini
Oonermislerdir (141). Demirag ve arkadaslar1 ise, akut pankreatit tarafindan
indiiklenen pankreatik hipoperflizyonunun, epidural anestezi sayesinde azaldigini
ayrica doku hasarint ortadan kaldirdigini gostermislerdir (44). Bu ¢aligmalarin
1s18¢1nda epidural anestezinin sinir koklerinde sempatik blokaja bagli vazodilatasyona
neden oldugunu ve ayrica cerrahi islem esnasinda ve sonrasinda gelisecek
vazospazmi engelledigi sOylenebilir. Sonug olarak epidural anestezi grubunda TAK
seviyesindeki yiikselmenin, hem flebe olan kan akiminda hem de flebin i¢indeki kan

akimindaki diizelmeye baglamaktay1z.

Soludugumuz havada renksiz, kokusuz ve tatsiz bir molekiil olarak bulunan
oksijen, ilk kez 1770’11 yillarda molekiiler oksijen olarak tanimlanmistir. Oksijen
canlilarin yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in mutlak gerekli bir elementtir. Oksijen,
yasam icin vazgecilmez bir molekiil olmasina ragmen ayni zamanda viicut i¢inde
ROT’nin olusmasina neden olur. ROT metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi
reaksiyonu baslatir ve bunlar canli i¢in ayn1 zamanda bir tehdit olusturmaktadir (102-

104,105).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum
Ozetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir. Biyolojik

sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROT), siiperoksit anyonu (20:2-), hidroksil
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radikali (HO'), nitrik oksit (NO'), peroksil radikali (ROO"), ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H202) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli
nedenlerinden birini olustururlar (107,110,112). Calismamizda dokuda bulunan
hidroksil, hidrojen peroksit, singlet oksijen, lipid hidroperoksit, siiperoksit gibi
serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresi 6lgmek icin Erel tarafindan
gelistirilen total oksidatif stres 6l¢lim metodu kullanildi. Perhoniemi ve Linko yirmi
hastada spinal ve epidural anestezinin alt ekstremite kan akimina olan etkisini
arastirmiglar ve yaptiklar1 calismada arteryal kan akiminin spinal anesteziyle
karsilastirildiginda epidural anestezide daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Ayrica
epidural anestezide sempatik blokajin spinal anesteziden daha yogun oldugunu
gostermislerdir (22,23,41-44). Literatiir bilgileri ile uyumlu olarak ¢alismamizda
epidural anestezi grubunda total oksidatif stres diizeyleri /R ve spinal grubuna gore

anlamli derecede diisiiktiir.

Her doku iskemik siirece karst bir siire kendi enerji depolari ile idare
edebilirler. Ancak iskemi siireci uzadik¢a bir noktadan sonra dokularin enerji
depolari tiikenir ve iskemiye bagli kalict hiicre hasari gelisir (18-20). Her dokunun
kendine 6zgii kritik iskemi siiresi vardir. Normotermik kosullarda bu siire iskelet
kasinda 4 saat, sinir dokusunda 8 saat, yag dokusunda 13 saat, deride 24 saat ve
kemik dokusunda 4 giin oldugu bilinmektedir. Bu veriler, iskelet kasinin iskemiye en
duyarli doku oldugunu gostermektedir (22). Belkin ve arkadaslarinin sican arka
bacaginda turnikeyle olusturduklari iskemi-reperfiizyon modelinde kaslarda ciddi
hasarin, iskeminin iiglincii saatinde basladigin1 ve altinci saatte kontrol grubuna
oranla kasta sadece %3 fonksiyon varligr kaldigin1 bildirmislerdir (32). Labbe ve
arkadaslar1, kopek grasilis kas I/R modelinde yaptiklar1 ¢alismada, iskeminin iigiincii
saatinde % 2 olan nekroz oraninin, dordiincii saatte % 30’a, besinci saatte ise % 90’a
kadar yiikseldigini ve nekrozun kasin merkezinde daha fazla oldugunu bildirmislerdir

(39.40).

Hayes ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada, iskemi sonrasinda olusan kas
nekrozunun dokudaki adenozin-tri-fosfat (ATP) miktarlariyla yakindan iligkili

oldugunu gostermislerdir. ATP’nin tilkenmeye bagladigi durumlarda 6nce glikojen
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ve kreatinin fosfat enerji kaynagi olarak devreye girmektedir. Anaerobik
metabolizmanin kullanilmas1 sonucu ortaya ¢ikan laktat hiicre ici pH’sini

diistirmektedir (64,73). Ayrica ATP yetersizligine bagl olarak, hiicre zarindan gegis

islevleri bozulmakta ve birbirine bagli olaylarin tetigini ¢eken Ca™ ile
proenflamatuvar aract maddeler hiicre igerisinde birikmeye baglamaktadir.
Anaerobik metabolizmanin kullanilmasi ayrica oksijen radikallerinin olugumunu
hizlandirmaktadir (69,70). Im ve arkadaslari, sonrasinda Manson ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismalarda; anaerobik metabolizma esnasinda toksik siiperoksit
radikallerinin biriktigini ve bu maddelerin, deri fleplerinde iskemik geg¢is

bolgesindeki nekrozdan sorumlu olduklarini gostermislerdir (71).

Glinlimiizde, flep mikrodolasimi hakkindaki bilgilerin ve mikrocerrahi
tekniklerin gelismesi sayesinde, serbest doku aktariminda basar1 oranlart % 91-99
arasinda degismektedir. Bununla beraber cerrahi sonrasi donemde olusan dolagim
sorunlarina bagli tekrar ameliyata alma oranlar1 % 6 ile 25 arasindadir. Serbest doku
aktarimlarindan sonra revizyona alinan olgularda flebi kurtarma oranlar1 ise % 28 ile
% 90 arasindadir (123). Serbest kas fleplerinde iskemi duyarliligi, sadece cilt ve cilt
alti doku iceren fleplere oranla daha yliksektir. Bu sebeple anastomoz siiresinin
uzamasina veya anastomoz sonrasi pedikiilde ttkanma olmasina bagli iskemik kalan
kaslarda I-R hasarmin olumsuz etkileri daha sik goriilmektedir (111,130). Ayrica
pedikiillii rektus abdominus veya latissimus dorsi flepleri gibi myokutandz fleplerde
hematom veya ¢evresel dokularin basisina bagli iskemiler goriilebilmekte ve bunun
sonucunda kismi ve hatta tam flep kayiplar1 goriilebilmektir. I-R hasarmin
Onlenebilmesi icin alinabilecek Onlemlerin basinda iskemi siirelerinin miimkiin
oldugunca kisa tutulmasi gelmektedir. Alinan tiim Onlemlere karsin serbest doku
nakillerinde, replantasyonlarda ve pedikiiliinde bas1 ya da tromboza bagh tikaniklik
olusan fleplerde, iskemi siireleri uzayabilmektedir. Bu gibi durumlarda alinabilecek
diger bir 6nlem ise kas flebinin iskemiye dayanikliligimin arttirilmasidir. Bu amagla
literatiirde I-R hasarmnin énlenmesi i¢in pek ¢ok ajan veya yontem deneysel olarak
kullanilmis ve basarili sonuglar bildirilmistir (28,29,39,71,99,109,114). Bu ajan ve
yontemlerin  bazilar1  antikoagiilanlar, anti-enflamatuvarlar, antioksidanlar,

vazodilatatorler, immiin sistem diizenleyiciler, arasidonik asit antimetabolitleri,
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notrofil yapisma oOnleyicileri ve iskemik Onkosullandirmadir (85,100,109,124).
Deneysel olarak etkinligi kanitlanmis pek ¢ok yontem ile I-R hasarinin
azaltilabilecegi gosterilmisken bunlardan pek azi klinik olarak kullanilabilmektedir.
Bunun en onemli sebebi deneysel olarak etkinligi gosterilen pek ¢ok ajanin klinik

olarak temin edilmesinin veya uygulanmasinin gii¢ olmasidir.

Iskelet kas1 I/R hasari ile ilgili olarak tibbin cesitli alanlarinda yapilmis bir ¢ok
calisma olmasina ragmen I/R hasarinmn histopatolojik olarak degerlendirilmesinde
ortak bir klasifikasyon veya skorlama sistemi bulunmamaktadir. Calismamizda kas
dokusunda iskemi reperfiizyon hasarini degerlendirmek amaciyla W. O. Carter ve
arkadaglarinin kullandig1 histopatolojik skorlama sistemini kullandik (149). Alinan
doku Orneklerinde polimorf niiveli 16kosit infiltrasyonu, segmental nekroz, enine
cizgilenmelerde kayip, cekirdeklerin merkeze gogii, kas liflerinde ayrilma, bag
dokusunda artis, interseliiler ve interfasikiiler 6dem gibi dejeneratif bulgular
incelendi. Calismadan elde edilen bulgularda sham grubunda kas dokusunun normal
yapisinin korudugu gozlendi. I/R grubunda enflamasyon ve hyalinizasyonla birlikte
baz1 kas liflerinde ¢ekirdegin merkeze gocli, enine ¢izgilenmelerde kayip ve
segmental nekroz saptandi. Spinal anestezi grubunda hyalinize globiiler degisiklik,
kas liflerinde diizensizlik ile kas liflerinde dejenerasyon ¢ekirdegin merkeze gogii ve
enflamasyon dikkat ¢ekmektedir. Epidural anestezi grubunda I/R grubuna benzer

enflamasyon ve hyalinizasyon izlenmistir.

Yiiksek metabolik aktivite ve rijid fasyal yapilardan dolay1 kas dokusu iskemiye
daha dayaniksizdir. Kritik iskemi siiresi deri fleplerine gore kas fleplerinde daha
kisadir. Degisik anestezik tekniklerin kas fleplerinde iskemi-reperfiizyon hasari
tizerine etkilerini arastirdigimizda kombine inhalasyon ve epidural anestezi teknigi
flep cerrahisinde 6nerilmesine ragmen kullanimi tartismalidir (124,128,131). Scott ve
arkadaslar1 alt ekstremitede serbest doku transferinde tek basina genel anestezi ile
kombine genel anestezi ve epidural anestezi tekniklerini karsilastirmislardir.
Kombine genel ve epidural anestezi grubunda mikrovaskiiler komplikasyonlarda
anlaml1 azalma ve flep canlihginda anlaml artis saptamuslardir. Calismamizda I/R

hasarmi takiben epidural anestezinin oksidatif stresi azaltmada koruyucu rol
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iistlendigini saptadik. Bu olumlu etki epidural anestezinin agri kontroli ve
sempatolitik aktiviteden kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Literatiirde spinal
anestezinin kas fleplerinde I/R hasar1 iizerine faydali etkileri oldugunu belirten
calisma  bulunamadi. Spinal anestezinin olumsuz etkileri tam olarak
aciklanamamaktadir. Olast mekanizmanin asir1 abartili hemodinamik degisiklik ve
sempatik blokaja bagl olarak flepte kan akiminin azalmasi ile sonuglanan “vaskiiler

calma fenomeninden” kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Rekonstriiktif flep operasyonlar1 olduk¢a uzun siirebilen operasyonlardir ve
cerrahi ekibin becerisi, hastanin genel durumu, agr1 ve 1sinin kontroli, intraoperatif
donemde uygun sivi tedavisiyle yeterli hemodinaminin saglanmasi yaninda hastaya
uygulanacak anestezi yontemi de olduk¢ca Onem arzetmektedir. Ancak
mikrocerrahide hangi anestezi teknigi ve anestetik ajanlarin kullaniminin daha uygun
oldugu konusunda halen aydinlatilmasi gereken konular olup daha fazla klinik ve

deneysel ¢alismaya gereksinim vardir.

Bu caligmanin sonucunda elde edilen bulgular soyledir:

1. TRAM kas-deri flebi modelinde epidural anestezi hiicre membranin iskemi
ve serbest oksijen radikallerinden lipid hasarini, bu hasarin gdstergesi olan MDA

diizeyini spinal anesteziye gore istatiksel olarak anlamli sekilde diigiirmiistiir.

2. Bu modelde epidural anestezi, siiperoksit radikallerinin spesifik
yakalayicilarinin gostergesi olan total antioksidan kapasite seviyesini istatiksel olarak
anlamli sekilde koruyarak oksidatif hasardan korunmada hiicreye destek

saglamaktadir.

3. Epidural anestezi protein oksidasyonunun engellenmesinden ve
hiicrelerdeki enzim sisteminin korunmasindan sorumlu PON 1 seviyelerinin anlaml

sekilde korunmasini saglamstir.

4. Gruplar arasinda nitrik oksit seviyeleri arasinda anlamli farklilik

bulunmamastir.

5. Epidural anestezi, olusturulan modelde spinal anesteziye gore serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif hasar1 gosteren total oksidatif stresde
anlamli azalmaya neden olmustur.

6. Spinal anestezi altinda olusturulan /R modelinde kas liflerinde
diizensizlik, niikleer degisiklik, hyalinizasyon gibi dejeneratif bulgular ve yangisal
hasarin siddetinin epidural anesteziye gore anlamli sekilde yiiksek oldugu

gosterilmistir.
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