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1. GiRris

Insan viicudunun pek cok anatomik bélgesinde dogumsal olarak veya
sonradan meydana gelen defektler, hem fonksiyonel hem de kozmetik agidan uygun
bir bigimde restore edilmelidir. Bu amagla yapilan her tiirlii operasyonda, amaglanan
ortak noktalar; defektin tam olarak kapatilabilmesi, fonksiyonel ve bigimsel olarak

eksik olan dokuya en ¢ok benzeyen doku ile kapama saglanmasidir.

Trafik kazalar, is kazalari, atesli silah yaralanmalar1 ve cerrahi rezeksiyonlar
gibi bir¢ok nedenle insan viicudunda genis doku kayiplar1 / uzuv kayiplari meydana
gelmekte, hem anatomik hem de fonksiyonel olarak eksiklikler olusmaktadir. Bu
defektlerin onariminda en biiyiik sorumluluk, 6zellesmis bir brang olarak Plastik ve

Rekonstriiktif Cerrahi’ye diismektedir.

Gunumuzde Plastik ve Rekonstriktif Cerrahi icin vucuttaki her vaskularize
yap1 transfer edilebilir hale gelmistir. Bu ama¢ dogrultusunda ve mikrocerrahi
tekniklerindeki gelismelere paralel olarak; kas, kas-deri, fasya-deri flepleri ve her
tiirlit mikrovaskiiler kompozit doku transferleri siklikla gerceklestirilen operasyonlar
olmustur. Tyatrojenik olarak planlanmis serbest doku transferlerinde oldugu gibi veya
cesitli kazalar sonucu olusan uzuv kopmalarinda da insan viicudunun anatomik bir
pargas1 viicuttan uzaklagmakta ve kan akimi belirli bir siire i¢in de olsa kesintiye

ugramaktadir.

Canli dokudaki aerobik metabolizmay1 stirdiirebilmek igin gereken miktarda
oksijen saglanamamasina iskemi adi verilmektedir. Bir iskemi periyodu sonrasinda,
kesilmis olan kan akiminin tekrar saglanmasi ise reperflizyon olarak adlandirilmistir.
Kan akimi kesik olan dokunun tekrar dolasiminin saglanmasi sonrasi toksik etkili
serbest oksijen radikalleri, dokuda iskemi / reperfiizyon hasari’na yol agmaktadir.
Gerek replantasyonu planlanan uzuv kopmalarinda, gerekse mikrocerrahi ile yapilan
serbest vaskiilarize doku transferlerinde viicuttan uzaklasan dokunun bir siireligine
kan dolagimi kesilmektedir. Benzer durumlar, sebepleri degisken olarak organik bir

patoloji veya iyatrojenik bir durumdan dolay1 insan viicudu i¢in hayati olan kalp,



beyin, bobrek, bagirsak gibi organlarda da gézlenmektedir. Tiim bu kosullarda doku
veya organ kan akimi yeniden saglansa bile 6zellikle serbest oksijen radikallerinin
sebep oldugu iskemi / reperfiizyon hasart degisken seviyelerde hiicre ve doku

hasarina sebep olmakta ve fonksiyonel olarak kayiplar ile sonuglanmaktadir.



2. GENEL BiLGIiLER

Serbest doku transferleri veya replantasyon gibi mikrovaskdler cerrahi
girisimlerde, cerrahi sirasinda zorunlu bir iskemi periyodu olmaktadir. Bir¢ok olguda
bu normotermik iskemi donemi iyi tolere edilmekte ve oOzellikle serbest doku
transferlerinde %90°1n iizerinde bir bagsar1 saglanabilmektedir (1). Normal sartlar
altinda bu zorunlu iskemi periyodu, 1.5 — 3 saat icerisinde sonlanmaktadir. Kompleks
vakalarda veya komplikasyon gelismesi halinde ise bu baslangi¢ iskemi periyodu

uzamakta ve ikinci bir iskemik periyod baslamaktadir.

2.1. CERRAHI: ISKEMININ TETIKLEYICISi

Flep elevasyonunu takiben cerrahin vaskiiler pedikiilii kesmesiyle birlikte
primer iskemi periyodu baslamis olur. Aymi siire¢ amputasyon gibi uzuv
kopmalarinda da olayin gerceklestigi andan itibaren baslamaktadir. Operasyon
stirecinde anastomozlar yapilip mikrovaskiiler klempler alindigi andan itibaren de
flebin veya replante edilen uzvun reperflizyonu baslar. Eger flep elevasyonu ve
primer iskemik periyod problemsiz atlatilmis ise anastomoz sonrasi vaskiiler akimin
yerine gelmesi ile primer iskemi periyodunda olusan gecici hasar geriye donecektir.
Kan akiminda ikinci bir kesinti olur ise; doku, sekonder bir iskemi periyoduna
girecektir. Miidahale erken déonemde gergeklestirilir ve basarili olursa dokuda, ikinci
reperflizyon dénemi baslayacaktir. Eger ki bu olaylar problemli bir hale gelmis ise
reperfuzyon, flep veya doku igin 6lumcil olabilir. Sekonder iskemi periyodu uzar
veya tahmin edilemeyen iskemik ataklar gergeklesirse flep kaybi veya replante edilen

uzuv kayip oranlar1 da artmaktadir (2).

Flepler veya replante edilen uzuvlar sekonder iskemik periyodu, baslangi¢
iskemi periyodu kadar iyi tolere edemezler. Bu iskemi fazi esnasinda rol oynayan
temel faktorler; serbest oksijen radikalleri, nitrik oksit (NO), kompleman sistemi,

l16kositler ve endotel ve mitokondriden salinan faktorlerdir (2).



2.2. IsKEMmi

Bir dokunun veya sadece bir bdlgenin besleyici kan akiminin kesilmesi
iskemi olarak tanimlanir. Bu, hasarin ilk fazidir ve yetersiz oksijen alimi ve hiicresel
diizeyde metabolizmanin anaerobik yollara doniisiimii ile karakterizedir. Kritik
iskemi zamani, dokunun dolasimi diizelene kadar canli kalabilecegi ve tiim iskemi
periyodunu tolere edebilecegi zaman olarak tanimlanir. Ortalama kritik iskemi
zaman: ise iskemik periyod sonrasi dokunun %350 kaybi ile sonu¢lanan zaman dilimi

olarak tariflenir (2).

Serbest doku nakillerinde flepler; kas, kemik, deri, fasiya, sinir veya bunlarin
kombinasyonu seklinde dokular igermektedirler. 1.5 — 3 saat arasinda sonlanan
zorunlu iskemi donemi genellikle iyi tolere edilir. Ancak c¢ok aktif metabolizmasi
nedeniyle iskelet kaslari, primer iskemiye daha hassas dokulardir. Primer iskemik

periyodu kas flepleri, cilt flepleri kadar iyi tolere edemezler (3,4,5)

Serbest flep cerrahisinde 3 6nemli iskemik durum stézkonusudur: 1)Flebin
cok buyik boyutlarda dizayn edilmesi, 2)postoperatif arteriyel tromboz,
3)postoperatif vendz tromboz. Cok biiylik boyutlarda kaldirilan fleplerde yetersiz
beslenme nedeni ile Ozellikle flep distallerinde /ismi  flep kayiplar
gozlenebilmektedir. Global iskemi ise arteriyel veya vendz tromboza bagli olarak
tim flepte gozlenir. Venoz global iskemi, esit zamanli arteryel iskemiye gore

dokulara daha fazla hasar olusturmaktadir (6)

Iskemi periyodunun uzunlugu veya kisaligi, olusacak doku hasar1 ile
dogrudan iliskilidir (7). Iskemi periyodunda olusan temel yapisal ve metabolik
degisiklikler; kapillerlerin daralmasi, 16kosit sekestrasyonu, endotel hiicrelerinin
metabolik disfonksiyonu, son-organ hiicre membran disfonksiyonu ve inflamatuar

mediatorleri diizenleyen enzimlerde bozukluklarin olugsmasidir (8).



2.3. REPERFUZYON

Kan akimi ve dolayisiyla oksijenizasyonu bozulmus dokuda kan akiminin
yeniden saglanmasi reperflizyon olarak adlandirilir. Kan akimi tekrar restore
edildiginde iskemi sirasinda olusan biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler sonucu
ozellikle serbest radikaller araciligi ile hasar ortaya ¢ikmaktadir (9 - 16). Bu toksik
maddeler icerisinde en énemlileri; stiperoksit anyon radikali (O2"), hidrojen peroksit
(H203) ve hidroksil radikali (OH") dir.

2.4, ISKEMi REPERFUZYON HASARI

Iskemi reperfiizyon hasari, oksijenizasyonu bozulmus dokuda kan akiminin
yeniden saglanmasi sonucu olusan bir dizi patofizyolojik degisikliklerdir. Bu hasarin
mekanizmasinda en 6nemli noktalar, hipoksiye maruz kalmig dokunun reperfiizyonu
sirasinda serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasi ve inflamatuar mediatdrlerin

ortama salinmasidir (8).

Primer iskemik hasar, oksijenin yetersiz dagilimi ve kan akimindaki azalmaya
bagli olarak’anaerobik metabolizma son {iriinleri’nin ve toksik metabolitlerin
birikimi sonucu ortaya ¢ikar. Reperflizyon hasarinda ise, serbest oksijen radikalleri;
direkt veya hiicresel antioksidan metabolizmalar1 etksiz kilarak, doku hasari

olusturmaktadir (8).

Iskemi esnasinda hiicre iginde aerobik metabolizma hizla anaerobik
metabolizmaya doniisiir. Yiiksek enerjili fosfatlar tiiketilir ve hiicre i¢inde laktat ve
inorganik fosfatlar birikir. Hiicre i¢indeki iyon dengesinin bozulmasina bagl olarak
asidoz gelisir. Diger 6nemli bir patolojik mekanizma da iskemi esnasinda hiicre i¢ine
kalsiyum giriginin artmasidir. Hiicre i¢i kalsiyum artisina bagli olarak endojen
fosfolipazlar aktive olur. Bu da hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olur. Membran biitiinliigliniin bozulmasinin en 6nemli sonucu hiicre icerisinde
bulunan antioksidan enzimlerin (Slperoksit Dismutaz, Katalaz, Glutatyon

Peroksidaz) kaybi olarak ortaya g¢ikar. Bu etkiler sonrasi hiicre, serbest oksijen



radikallerinin etkisine daha da duyarli hale gelir. Bu nedenledir ki; iskemi suresinin

uzamasina parelel olarak reperfiizyon hasarinin siddeti de artmaktadir (1, 8).

Hem insanlarda, hem deney hayvanlarinda hem de kiiltiir sistemlerinde, akut
hipoksik hasarda yapisal degisiklikler arastirilmis ve bu mekanizmalar sematize
edilmistir. Hipoksik kosullarda ilk etkilenen olay, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonla saglanan, hiicrenin acrobik solunumudur. Adenozintrifosfat (ATP)
yapimi giderek yavaglar ve en sonunda durur. ATP kaybi hiicrede birgok sistemi
etkiler. Ozellikle potasyumun diffiizyonla digsar1 atithmini ve sodyumun hiicre
birikimine sebep olan’sodyum pompasinin’yetersizligine neden olacak ATPaz enzim
aktivitesinin kaybi ile sonuglanir. Iyon tutulumu ile birlikte izoozmotik su tutulumu
da meydana gelir ki bu, hiicre sismesi ile sonuglanir. Hiicrede ATP azalmasinin
diger bir sonucu da hiicre i¢inde adenozinmonofosfat (AMP) birikimidir. AMP nin
fazlalagsmasi, fosfofruktokinaz enzimini uyarir ki bu da glikoliz yolu ile glikojenden
ATP sentezini uyararak hlcreye enerji saglar. Giderek azalan glikojen miktari,
‘periodic asid schiff” (PAS) gibi boyama yodntemleri ile histolojik olarak
gosterilebilir. Glikolizin diger bir sonucu da laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi
sonrasi hiicre i¢cinde inorganik fosfat birikmesi ve buna bagl olarak da hiicre i¢i
pH’nin diismesidir. Hiicre i¢inde bunu izleyen olay; graniile endoplazmik
retikulumdan ribozomlarin ayrilmasi, polizomlarin ve monozomlarin olusmasidir.
Eger hipoksi devam ederse membran gegirgenligi azalir ve hiicre yiizeyinde lokal
siskinlikler olusur. Bu evrede mitokondriler normal ya da hafif¢e sismis veya
yogunlagmistir, endoplazmik retikulumlar genislemis ve tiim hiicre belirgin olarak
siskin bir hal almigtir. Bu donem’geri donisiimli’donemdir cunkl yeterli
oksijenizasyon saglanirsa tiim bu bulgular geri donebilmektedir. Eger iskemi devam
ederse’geri doniisiimsiiz’hasar ortaya c¢ikacaktir. Geri doniigsiiz  zedelenme
morfolojik olarak; mitokondrilerde ileri derece vakuolizasyon, plazma zarlarinin asir
yikimi, lizozomlarin sigmesi ile gelisir. Bu iskemik alan yeniden perfiize edilirse,
hiicre igine yogun sekilde kalsiyum alimi olacaktir. Miyokard iskemisinde bu erken
geri doniisiimsiiz iskemi bulgular1 30 - 40 dakikada ortaya cikabilir. Stirekli olarak
gecirgen membranlardan protein, temel koenzimler ve riboniikleik asit kaybi olur.

Hiicrede ayni zamanda yasamini siirdiirmek igin gerekli olan ATP’nin yeniden



olusturulmasinda kullanilacak olan, hiicre ici yiiksek enerjili fosfatlar gibi

metabolitlerini yitirir (1, 8 - 17).

Hicre ici pH’nin diismesinin diger bir sonucu da lizozom membranlarindaki
parcalanmalardir. Bunun sonucunda enzimler sitoplazmaya gecer, asit hidrolazlar
aktive olur. Hiicre bilesenlerinin sindirimi baslar ki bu da riboniikleoprotein,
deoksiriboniikleoprotein ve glikojen kaybi ile sonuglanir. Hiicre 6liimii sonras1 hiicre
bilesenleri yikilir ve hiicre enzimleri hiicreler aras1 mesafeye gegerler. Buna zit
olarak hiicre dis1 makromolekiiller, hiicreler aras1 mesafeden hiicre icine girerler. Olii
hale gecen hiicre, biyuk fosfolipid Kitlesi haline gelebilir. Bu olusum ya diger
hiicrelerce fagosite edilir ya da yag asitlerine pargalanir. Yag asidi artiklarinin
kalsifikasyonu, kalsiyum sabunlarinin olusumuna yol acar. Bu noktada normal dist
gecirgenlesmis plazma membranindan hiicre i¢i enzimlerinin kaybi ve bunlarin
seruma gecisi, hiicre 0limiiniin en 6nemli bulgularidir. Reperfiizyona ragmen yani
hem kanlanmaya hem de oksijenlenmeye ragmen mitokondrinin islevinin geri
donmeyisi ve membran fonksiyonlarinda belirgin bozukluklarin olusmasi, geri

doniisiin miimkiin olmayacagini gosterir (1, 8, - 17).

Serbest radikallerin iskemi / reperfiizyon hasarindaki rolii son zamanlarda
belirginlik kazanmigtir. Serbest radikaller, oksijen varlifinda serbest oksijen
radikallerine  doniisiir. Serbest oksijen radikalleri organel membranlarindaki
lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak endoplazmik retikulum, mitokondriler ve

diger mikrozomal birimlerin hasarlanmasina yol agar (17).

Stiperoksit; kararsiz bir yapiya sahiptir, kendiliginden oksijen ve hidrojen
perokside doniisiir. Bu doniisiimiin  hizi, bir¢ok hiicrede bulunan siiperoksit
dismutazlarin katalitik etkisi ile artar. Glutatyon sentetaz, glutatyon peroksidaz,
glukoz-6 fosfat dehidrogenaz ve katalazin ig¢inde bulundugu bir grup enzim de
serbest radikallere kars1 koruyucudur. Dismutazlar, stiperoksitlerden H.02 olusturur.
Bunlar da katalazlar ile oksijen ve suya parcalanir. Yapilan ¢alismalarda siiperoksit
dismutazin iskemi / reperfiizyon hasarinda koruyucu bir etkiye sahip oldugu,
eksikliginde olusabilecek hasarin da dramatik bir bicimde artacagi one siiriilmiistiir
(18, 19).



2.4.1. iskEmMi REPERFUZYON HASARI’NIN PATOFIiZYOLOJiSi
2.4.1.1. isKkeMi / REPERFUZYON HASARINDA NOTROFILLER

Iskemi / Reperfiizyon Hasar’nin en énemli mekanizmalarindan biri nétrofil
infiltrasyonudur. Notrofiller postiskemik dokular: infiltre ederler; bunun sonucunda
dolasimda mevcut olan nétrofil sayisi azalir. Notrofillerin postiskemik damarlara
hiicumunu 6nleyen antiadhezyon tedavinin, iskemi / reperfiizyon hasarini azaltici

etkileri gosterilmistir (20 - 23).

Aktiflesmis polimorfoniikleer nétrofillerden toksik oksijen tiirevleri acgiga
cikmakta ve membran lipidlerinin peroksidasyonuna yol agmaktadir. Ayrica
aktiflesmis polimorfoniikleer nétrofillerin azurofil graniillerinden myeloperoksidaz
(MPO) ve elastaz gibi bir¢ok enzim agiga ¢ikmaktadir. MPO enzimi ile tahrip edici
etkisi yiiksek hipoklorik asit ve serbest oksijen ile indirekt olarak doku hasarina
sebep olmaktadir. Elastaz ise proteolitik bir enzimdir ve mikrovaskiiler
permeabiliteyi arttirarak endotel hiicresi ile ekstraselliller matriks arasina

polimorfonukleer nétrofil migrasyonuna yol acar (8).

Ozetle, polimorfonikleer notrofiller; 1) elastaz gibi proteolitik enzimlerin
sitoplazmik granullerden sekresyonu (24), 2) MPO bigi enzimlerin tetikledigi
respiratuvar patlamalar ile serbest radikal Gretimi (25, 26), 3) kapiller dizeyde
mikrosirkilasyonun obstriksiyonu (27), 4) iskeminin genislemesi (28) gibi
mekanizmalar araciligiyla iskemi / reperflizyon hasarinda etkin olarak rol

almaktadirlar. Klinik olarak bu olaylar kismi veya total iskemi ile sonu¢lanmaktadir.

2.4.1.2. isKkEMi / REPERFUZYON HASARINDA SiTOKINLER

Sitokinler, polipeptid yapida bir grup mediyatorlerdir. Bir¢ok patofizyolojik
olayda biyolojik etkileri vardir. Iskemi sonrasi reperfiizyonun cesitli organlarda

sitokin sentezi i¢in major bir tetikleyici oldugu gosterilmistir (1, 8 - 17).



Tumor nekrotizan faktér (TNF) ve interlokin-1 (IL-1), polimorfonukleer
nétrofillerin migrasyonuna neden olur. Ancak tek basina da TNF’nin respiratuar
zinciri direkt olarak uyararak reaktif oksijen tiirevi serbest radikaller ve bunlarin
metabolitlerini olusturucu etkisi vardir. Vaskiiler endotelin notrofil saldirisina karsi
hassasiyetini arttirir.  TNF’ye maruz kalan endotel hiicreleri, inflamatuar
mediatOrlerden 1L-1 ve trombosit aktive edici faktor (PAF) salgilar. IL-1, makrofaj
kokenli bir sitokindir ve septik sokta rol oynayan en onemli mediatordiir. IL-1, TNF
etkisi ile aktiflesmis polimorfoniikleer noétrofillerden salinmaktadir. Avyrica,
polimorfoniikleer notrofillerin inflame dokularda, damar disina ¢ikmasini saglayan

en 6nemli ajandir (8 - 17).

Bu sitokinler, ayrica endotel yiizeyinde adezyon molekiillerinin ¢ogalmasinda
da etkili olmaktadir. Lokositler, bu adezyon molekiilleri araciligi ile endotele
yapigmakta ve ileri hasara neden olmaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda primer iskemi
sonrast reperflizyonda (ilk 24 saat) ve sekonder iskemi sonrasi reperfiizyonda (ilk 24
saat sonrasi), IL-1, TNF ve’platelet derived growth faktor’in (PDGF) arttigi ve
yiiksek seviyelerde seyrettigi gosterilmistir (29, 30). Iskemi / reperfiizyon
hasarinda’transforming growth faktor — 3 da (TGF-p) kritik belirleyiciler arasindadir.
Ozellikle akut iskemi déneminde kan damarlar1 ve fibroblastlarda artmakta ve

koruyucu bir etkisi bulunmaktadir.

2.4.1.3. SERBEST RADIKALLER (REAKTIF OKSIiJEN TUREVLERI)

Dis yoriingesinde tek sayida serbest elektron bulunan, kimyasal olarak reaktif
atom veya molekillerdir. Organizmada “siperoksit” ve “hidroksil” gibi serbest
radikallerin yaninda,’hidrojen peroksit’ve’hipoklorik asit’gibi radikal olmayan ancak
serbest radikal olusturma potansiyeli bulunan =zararli oksijen tiirevleri de
olusabilmektedir. Bu yiizden son yillarda’serbest oksijen radikalleri’terimi daha ¢ok
kullanilir hale gelmistir (1, 8, 17, 31, 32).

Reaktif oksijen tiirevleri, aerobik canlilarda belirli oranlarda olugmaktadir.

Fagositik hiicrelerin yabanci mikroorganizmalara karsi savunma mekanizmalarinda



onemli rol oynarlar. Serbest oksijen radikalleri, paylasilmamis elektronlarindan

dolayi, protein, karbonhidrat ve niikleik asitlerle reaksiyona girerek bu molekdllerin

oksidatif hasarina neden olurlar (31, 32) .

Serbest oksijen radikallerinin, hiicre bilesenleri ile olusturduklari reaksiyonlar

0zet olarak sunlardir (32):

Lipidler: Serbest radikaller, hiicre membranlarindaki kolesterol ve doymamis
yag asitleri ile reaksiyona girerek lipid peroksidasyonunu baslatirlar. iskemi-
reperfiizyon hasar1 sonucunda; serbest oksijen radikalleri aracilig1 ile olusan
lipid peroksidasyonunun hiicre membrani i¢in 6nemli yikicr etkileri olduguna
inanilmaktadir. Poliansatiire yag asitleri membran biitiinliigiinii bozmaktadir.
Lipid peroksidasyonu; hiicre membraninin akiskanlhiginin ve gegirgenliginin
degisimine neden olur. Sonugta membran proteinleri de degrade olur ve tim
bu siire¢ reperflizyon hasari sonucunda olusan hiicre Sliimiine yol agan
onemli etkenlerden sayilmaktadir (33). Lipid peroksidasyonunun doku ve
plazmadaki son iirlinii malondialdehittir (MDA) ve yapilan klinik ve deneysel
calismalarda lipid peroksidasyonunun belirteci olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (34—36).

Proteinler: Serbest radikaller, aminoasitler ile reaksiyona girerek protein
yapisindaki  enzimlerin  spesifik  aktivitelerini  ortadan  kaldirirlar.
Proteinlerdeki baglanma ve enzim aktivitelerindeki farklilagma hiicrede
fonksiyonel bozukluklara neden olur.

Karbonhidratlar: Serbest radikaller, polisakkarit polimerizasyonunda artiga
sebep olurlar. Glukoz gibi monosakkaritlerin oto-oksidasyonu sonucu
hidrojen peroksit, diger peroksitler ve oksi-aldehitlerin olusmas1 ile
sonuglanir.

Nukleik asitler: Serbest radikaller, DNA zincirinde kirilmalar meydan
getirirler.  DNA hasar1 sonrasi aktive olan’polimeraz’enzimi ile reaksiyona

girerek, DNA’nin onarimina engel olurlar.
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Stiperoksit radikalinin ana kaynagi, postiskemik endoteldir. Normal kosullar
altinda stiperoksidin zararli etkileri, stiperoksit dismutaz tarafindan engellenir (19,
37, 38). Siperoksit dismutaz, siiperoksidi hidrojen perokside doniistiiren bir
enzimdir. Reperflizyon esnasinda bu dogal defans mekanizmasi1 bozulur. Boylece
hidrojen peroksit, aminoasitler, membran transport proteinleri, sitokrom enzimleri ve
niikleik asitlere oldukga zararli olan hidroksil radikaline doniistir (18, 39 - 42).
Gunumuzde iskemi / reperfiizyon hasarinin azaltilmasina yonelik ¢alismalarin ¢ogu,
bu’serbest oksijen radikallerinin temizlenmesi’lzerine yogunlagsmaktadir, ancak

halen pratikte rutin kullanima gegecek etkin bir madde bulunmus degildir (43).

2.4.1.4. MIiKROSIRKULASYON

Mikrovaskiiler sistem igerisinde en periferik kan dolasimi “mikrosirkiilasyon”
olarak adlandirilir. Arteriol, veniil, postkapiller venul ve kapilleri igeren bu

mikrodamarlarin ¢aplar1 7-100 um arasinda degismektedir (1).

Mikrocerrahi onarim sonrast klemplerin damardan serbestlenmesi ile dokuda
mikrosirkiilatuar diizeyde hemodinamik degisiklikler olugsmaktadir. Oncelikle geri
donen akim, baslangigta yavas bir seyir izler ki bu da 16kosit aktivasyonu ve
inflamatuar cevabin baglamasina izin verir. Inflamasyon fazinda en 6nemli patolojik
durum, endotele 16kosit yapismasi ve bunu takip eden yogun 16kosit migrasyonudur.
Siemionow ve arkadaglari mikrosirkiilasyondan 16kositlerin elimine edilmesinin,

flep viabilitelerini artirdigini gostermislerdir (1).

Her ne sekilde olursa olsun, mikrovaskiiler daralma ile sonuglanan endotelyal
hiicre hasar1; perfiizyon basincinin artigi, vazodilator maddelerin saliniminin
azalmasi ve sizinti yapan kapiller olusumu ile sonuglanir. Bu da mikrosirkulatuar
yetersizlik ile sonuglanir. Serbest doku transferlerinde bu ardigik olaylarin oniine

gecilmesi igin ¢aba harcanmaktadir.
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2.4.1.5. NiTRiK OKSiT (NO)

Endotel, nitrik oksit (NO) i¢in en 6nemli kaynaktir. Nitrik Oksit, iskemi /
reperfiizyon hasarina karsi oldukga iyi bilinen mediyator ve koruyucudur (44). Nitrik
Oksit (NO), L-Arginin’in guanidyum grubundan, NO sentetaz enzimi araciligi ile
sentezlenen diatomik serbest radikaldir (41).

NO, vaskiler tonusun fizyolojik regulasyonu, platelet agregasyonun
inhibisyonu, endotele I6kosit adezyonunun engellenmesi, oksijen derive serbest
radikallerin temizlenmesi, normal vaskiler permeabilitenin idamesi, duz kas
proliferasyonunun engellenmesi, immiin defansin giiclendirilmesi ve endotel
hicrelerinin rejenerasyonu gibi bircok fonksiyonda etken bir maddedir (45, 46).
Etkilenmis endotelyumda, NO saliniminda ciddi bir disfonksiyonla kargilasilir ise
olusacak iskemi / reperflizyon hasar1 artacaktir. Ancak halen NO sentezinin

engellenmesinin mekanizmast acik degildir (1).

2.4.1.6. KOMPLEMAN SiSTEMI

Iskemi esnasinda olusan olaylar zincirinde kompleman aktivasyonu
tanimlanmis major olaylardan birisidir. Kompleman sistemi 3 ayr1 yoldan aktive
edilebilir; 1. klasik yol, 2. lektin yolu, 3. alternatif yol (47). Tim bu yollar C3 ve C5
komplemanlarini kullanirlar ve sonugta iskemi / reperfiizyon hasarinin olugsmasinda
major etkenlerden oldugu bilinen gii¢lii proinflamatuar C5a ve C5b-9 komplemanlari
ortaya ¢ikmaktadir (47). iskemi / reperfiizyon hasarinda kompleman sisteminin
aktivasyonunun rolii anlagildik¢a, major terapdtik hedef olma yolunda caligmalar

giderek hiz kazanmaktadir.
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2.4.2. iISKEMiYE DOKU CEVAPLARI
2.4.2.1. DERI

Deride enerji Uretimi i¢in anaerobik glikolitik yol kullanilmaktadir. Bu
nedenle deri, anoksiye karsi direnglidir. Anaerobik glikolitik yolda her mol glukoz
icin 2 ATP, trikarboksilikasit siklusunda, her mol glukoz i¢in 32 ATP olusur. Cok
soguk havalarda, kisitl oksijen varliginda; viabilite, anaerobik glikoliz ile saglanir.
Ayrica, transplantasyon sirasinda anoksi ve uzun iskemi siirelerini tolere edebilmesi

de bu nedenledir (48).

2.4.2.2. KAS

Memelilerde kas dokusu anoksiye oldukga az direnclidir. Derinin aksine
aerobik glikoliz yolunu kullanir. Enerji iiretimi i¢in bu nedenle uzamis iskemi ve
hipoksiye tolerans gosteremez. Iskemi ve anoksi sonrasi ya da agir egzersiz sonrasi
tercihen glikolitik mekanizma kullanilir ve bazi metabolitler (laktik asit artisi,
ekstraselliler pH diismesi) birikir; buna bagli olarak kasta total iskemi sonrasi
iyilesme, biiyiik oranda gecikir. 6 saatlik bir iskemi sonrasi iyilesme siiphelidir.
Sogutma yapilsa bile 4 saat i¢inde reperflizyon saglanmaz ise nekroz ve sekonder

enfeksiyon gelisim riski artar (49).

2.4.2.3. KEMiK & KIKIRDAK

Dinlenme asamasindaki kondroblastlar ve osteoblastlar, hipoksinin etkilerine
daha direnglidir. Aksine, iyilesen dokudaki aktif proliferasyon gdsteren fibroblastlar,
hipoksiye ¢ok fazla duyarhdir (50).
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2.4.2.4. VVASKULER ENDOTEL

Vaskuler endotel, trikarboksilik asit siklusunun (Trikarboksiasit siklusu,
Krebs dongusi) aerobik metabolizmasini kullanmaktadir. Endotel hiicreleri, kisa
stireli hipoksi ve anoksi donemlerine ¢ok fazla duyarhidir. Yalnizca 2-5 dakikalik
anoksi, geri doniisiimsiiz degisikliklere neden olabilmektedir. Prostasiklin seviyesi
diiser, trombositlerdeki tromboksan Az bu durumdan etkilenmez. Damar duvarindaki
bag dokusu ve diiz kas, anoksiye endotel hiicrelerinden daha duyarhdir.
Transplantasyon ve replantasyon cerrahisi sirasinda, uzamis anoksi sirasinda canli
kalir ve yeniden saglanan kan akimi icin fonksiyonel goérev yapabilir. Yeterli kan
akimi saglanabilirse, prostasiklin eksikligi ile tromboksan A fazlaligi Onemini

kaybeder. Sonugcta endotel hiicreleri rejenere olabilmektedir (50).

2.4.2.5. PERIFERIK SINiR

Onemli olan, hipoksi veya anoksi sonras1 akson yasami olmayip mezensimal
destek dokusunun yasamidir. En duyarli sinir bolgeleri, ndromuskuler birlesme
alanlaridir. 8 saatten fazla stren iskemi ve hipoksi siiresi, geri doniisiimsiiz

degisiklikler yaratir (50).

2.4.2.6. GASTROINTESTINAL (Gis) SISTEM

2-4 saat iskemiden sonra iyilesme miimkiindiir. 4 saatten fazla uzamis iskemi
stresinde kalic1 degisiklikler olusmaktadir. Bagirsaklarin proksimal kismi, distal
kismindan daha fazla sicak iskemiye dayamikhidir. Sogutma ile aerobik

metabolizmay1 azaltmak, iskemi siiresini uzatir (50).
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2.5. ISKEMIK “PRECONDITIONING”

Iskemik preconditioning, genis iskemi / reperfiizyon hasar1 beklenen
dokularda koruma ve hasar1 azaltma amagh isteyerek yapilmis kisa iskemi
periyodlarinmi igerir (51). Bu planlanmig kisa iskemi periyodlar1 ve reperfiizyon
epizodlar1 sayesinde doku veya organ, maruz kalinacak gercek iskemiye daha
direngli hale getirilir. Ilk 6nce kalp igin tasarlanan bu prosediir daha sonra diger
organlar i¢in de distinilmustir (52,53). Literatirde iskemik preconditioning’in
koruyucu etkilerinin 6zellikle miyokard igin denendigi bir¢ok rapor mevcuttur (54 -
57).

2.6. “NOREFLOW” FENOMENI

‘No Reflow’ fenomeni iskemi / reperflizyon hasarinin bir sonucudur. Bu hasar
yukarida bahsettigimiz mekanizmalar ile olusur ve ortaya c¢ikan sonu¢ ’no
reflow’dur. Ik kez 1967°de’iskemik dokularin reperfiizyonuna ragmen besleyici
kapiller yetmezligi’seklinde tanimlanmustir (8, 58, 59, 60). Birgcok teori 0One
strilmekle birlikte halen intravaskiler hemokonsantrasyon teorisi en popler
olanidir. Bu teoriye gore kapiller permeabilitenin artis1 ile birlikte intravaskiiler
mesafeden sivi kaybi1 gerceklesmekte ve kapiller diizeyde hematokrit artigi
olmaktadir. Bu da kanin reostatik 6zelligini bozmaktadir. Preoperatif donemde
hematokritin distiriilmesinin iskemi / reperflizyon hasarini azalttigini gosteren

caligmalar bu teoriyi desteklemektedir (8).

‘No Reflow’ fenomenini agiklamaya yonelik ikinci bir teori de endotelyal
hiicrelerde olusan sismedir. Hiicreler hipoksik kaldik¢a sismekte ve 6zellikle hiicre
membrani pompa fonksiyonlarinda yetmezlik olugsmaktadir. Bu da, damar liimeninin
daralmas1 ve kan akimina kars1 yiiksek bir rezistans olusumuna neden olmaktadir.
Diger {igiincii bir teori de kapillerlerin 16kositler tarafindan tikanmasidir. Ozellikle
postkapiller veniillerde gozlenen 16kosit tikaclari da bu teoriyi gli¢clendirmektedir (8,

60).
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Bu mekanizmalar tek tek veya birarada gercekleserek interstisyel mesafede
stvi  basincint  arttirmakta ve mikrosirkiilasyonun devami igin yiiksek bir
ekstravaskiiler kompresyon olusmaktadir. Interstisyel mesafedeki 6demi azaltmaya

yonelik ¢alismalar iskemi / reperfiizyon hasarini azaltici etkiler dogurmustur (60).

2.7. SOGUTMANIN DOKU TRANSFERINDEKI ETKISi

Mekanizmas1 tam olarak anlagilamamakla birlikte dokularda sogutma,
iskemiye olan toleransi arttirmaktadir. Bunun sebebi olarak kademeli olarak yapilan
sogutma isleminin iskemiye maruz kalan dokunun metabolizmasini yavaslattigi,
metabolik gereksinimlerinin azaldigir ve iskeminin bdylece daha uzun siire tolere
edilebildigi  diisliniilmektedir. Kademeli sogutma uygulanan c¢aligmalarda

reperfiizyona bagli hasarin daha az oldugu 6ngoériilmektedir (61,62,63)

2.8. TADALAFIL (IC351, CiALis®)

Tadalafil, erkek erektil disfonksiyonunda (ED) oral yoldan kullanilan bir
ajandir. Cialis® (Lilly ICOS LLC) ticari adidir. Sar1 renkli, film kapl, badem
seklindedir ve 5, 10, 20 miligramlik dozlarda tiretilmektedir.

Formili C22 Hig N3 Os olan tadalafilin Uluslararasi Temel ve Uygulumali
Kimya Birligi’ne gore acgik adi (6R-trans)-6-(1,3-benzodioksol-5-il)-2,3,6,7,12,12a-
hekzahidro-2-metil-pirazino [1°,2°:1,6] pirido [3,4-b] indol-1,4-diondur ve
molekiiler agirhigi 389,404 g/moldiir (Sekil 2.1)(64-66).
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Sekil 2.1. Tadalafilin kimyasal yapisi

Farmakokinetik ozelliklerine bakildiginda biyoyararlanimi  degiskenlik
gostermekte, %94 oraninda proteine baglanmakta ve 17,5 saat yar1 omrii (67)
bulunmaktadir. Yalnizca oral yoldan kullanilan tadalafil karacigerde sitokrom p450
(CYP3A4) tarafindan metabolize edilmekte ve %60 diski, %30 idrar ile atilmaktadir.
Bundan dolayr karaciger ve bobrek yetmizligi olanlarda dikkatli kullanilmalidir.
Ayrica CYP3A4 enziminin giiglii inhibitorleri olan ritanovir, ketokonazol ve

itrakonazol gibi ajanlarla kullanilirken dozaj maksimum 10 mg.da tutulmalidir.

Tadalafil, priapisme neden olabileceginden orak hiicreli anemi, multipl
myelom ve l6semi gibi hastaligi olanlarda ve penisin anatomik deformasyonu
(agilanma, kavernozal fibrozis, Peyronie hastalig1) gibi rahatsizlig1 olanlarda dikkatle

kulanilmalidir.

Tadalafil, fosfodiesteraz-5 enzim inhibisyonu yaparak etki gostermektedir. En
belirgin avantaji 17,5 saat gibi uzun bir yar1t Omre sahip olmasidir. Diger
fosfodiesteraz-5 selektif inhibitorleri olan sildenafil (Viagra®) ve verdenafil

(Levitra®) 4-5 saat yar1 6miirliidiir. Bundan dolay1 giinde bir tane alinmasi yeterlidir.

Fosfodiesteraz-5 enzimi, viicudda sistemik arter ve venlerin diiz kaslarinda
yaygin olarak bulunmaktadir. Bundan dolay1 da enzim inhibisyonu cesitli etkilere

neden olabilmektedir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1.  Fosfodiesterazlarin dokudaki dagilimlari ve fonksiyonlar1 (cGMP:
siklik guanozin monoosfat, CAMP: siklik adenozin monofosfat)

Fosfodiesteraz ]
. L Araci Doku dagilim Fonksiyon
1zoenzimi

cGMP Beyin, kalp, iskelet kast,

. . ) Vaskiiler kas gevsemesi, tat,
Fosfodiesteraz-1 | ve karaciger, damar ve visseral

koku
cAMP kaslar
cGMP Adrenal korteks, korpus
Fosfodiesteraz-2 | ve kavernozum, kalp, beyin, Koku, adrenokortikosteroid
cAMP damar ve visseral kaslar
Korpus kavernozum, kalp, ) ] ]
cGMP . . Miyokard kasilmasi, insiilin
. beyin, damar ve visseral kaslar, o o
Fosfodiesteraz-3 | ve ) ) salinimu, lipoliz, glukoz iretimi,
trombosit, karaciger, bobrek, ]
CAMP trombosit agregasyonu
yag dokusu

Beyin, testis, tiroid bezi, . )
) ) ) Inflamasyon, damar ve visseral
. bobrek, akciger, mast hiicresi, o
Fosfodiesteraz-4 | cAMP . ) . kas tonusu, depresyon, tiroid bez
iskelet ile damar ve visseral ]
salgisi, trombosit agregasyonu
kaslar

Korpus kavernozum, trombosit,
] damar ve visseral kaslar, kalp, Ereksiyon, duz kas tonusu,
Fosfodiesteraz-5 | cGMP i -
plasenta, pankreas, trombosit agregasyonu, bilig

beyin,karaciger, akciger
Fosfodiesteraz-6 | cGMP Retina Gorme icin sinyal iletimi

. . ) T-hlicre aktivasyonu, iskelet kasi,
Fosfodiesteraz-7 | cAMP Iskelet kasi, kalp, lenfosit

metabolizma
Fosfodiesteraz-8 | cAMP Testis, over, bagirsak T-hlcre aktivasyonu
Fosfodiesteraz-9 | cGMP Dalak, ince bagirsak, beyin -
. cGMP
Fosfodiesteraz- i o . L o
10 ve Beyin, testis, tiroid bezi Dopamin sinyal iletimi
cAMP

. cGMP Iskelet kas1, kalp, damar ve
Fosfodiesteraz-

1 ve visseral kaslar, hipofiz, testis, -

CAMP karaciger, bobrek

18



2.8.1. ENZIMIN YAPISI

Fosfodiesteraz-5, siklik guanozin monoosfat (cGMP) (Sekil 2.2) bagimli ve
spesifik hidrolitik bir enzimdir ve ilk olarak rat akcigerinden izole edilerek
saflagtirillmistir (68). Enzimin hem allosterik (regulatuar) hem de katalitik kisimlari
cGMP’ye oldukgea spesifiktir. Insanda fosfodiesteraz-5 A geni 4q26 kromozomunda
haritalanmis ve 21 hekzonu ile yaklasik 100 kilobazdir (69). Enzimin modeli
katalitik ve allosterik bolgeler icermektedir. Katalitik bdlge, enzimin karboksil
terminalinde bulunmakta ve iki adet ¢inko baglanmis motif [A ve B] icermektedir.
Allosterik bolge enzimin amino terminalinde bulunmaktadir. Enzimin katalitik
bolgesi cGMP’ye daha yiiksek oranda afinite gdsterir, yani karboksil terminaline
yakin yerlesimlidir. Enzim inhibitorleri katalitik bolgedeki c¢GMP ile iligki
halindedir.

Enzimdeki allosterik bolgede yerlesik iki bagimsiz homolog cGMP-bagimh
bolge bulunmaktadir [a ve b]. Bu cGMP-bagimli bolgenin Ser-92 aminoasidinin
protein kinaz A veya G (PKA, PKG) ile spesifik fosforilasyonu ile enzim aktive
olmaktadir. Bu aktivasyonla katalitik bolgedeki cGMP-bagimli bolge etkilesimi
baslamaktadir. Katalitik bolgedeki cGMP etkilesimi de allosterik bolgedeki cGMP
baglanmasini artirmakta; bu da fosforilasyonu uyarmaktadir (Sekil 2.3). Boylece
daha ¢cok cGMP yikimi olmaktadir.

TOH
~_.~0
//p\
0 o

O

Sekil 2.2. cGMP’nin kimyasal yapist.

19



Zn* Motif A Zn* Motif B

S2YHN WRHX ,,EILALLIALSHDLDHRG VN NX,  EHHH =

N _—

Katalitik
Bolge

Allosterik
b b Bdlge

@ :cGMP

Sekil 2.3. Fosfodiesteraz-5 enziminin ¢alisan modelinin  ¢izimsel demonstrasyonu.

2.8.2. ETKi MEKANIZMASI

Seksiiel uyart varliginda penil ereksiyonun olmasi i¢in penil arterlerin ve
korpus kavernozum diiz kaslarinin gevsemesi ve penil kan akimimin artmasi
gerekmektedir. Bu uyari, sinir uglar1 ve endotel hilicrelerinden salinan nitrik oksit
(NO) aracilh olmaktadir. NO, lokal olarak nonadrenerjik, nonkolinerjik
postganglionik norotransmitter gibi davranir ve guanilil siklaz1 aktive ederek hiicre
ici cGMP seviyesini artirmakta ve hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diigstrerek diiz kas
gevsemesine yol agmaktadir (70). Boylece korpus kavernozum kan akimini
artirmaktadir. Fosfodiesteraz-5 selektif inhibitorleri cGMPAMP doniisiimiinii bloke
ederek cGMP miktarini artirmaktadir (71,72).
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2.9. AMAC

Bu c¢alismada oksidatif strese karsi tadalafilin iskemi / reperflizyon hasarini
azaltmada etkili olabilecegi hipotezinden yola c¢ikarak sigan karin derisinden
hazirlanan cilt ada flebinde uygulanan iskemi / reperfiizyon modelinde tadalafilin

koruyucu ve/veya tedavi edici etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL & METOD

Bu ¢alisma, alinan etik kurulu karar1 ile Saglik Bakanligi Ankara Egitim ve
Arastirma Hastanesi Deneysel Arastirma ve Hayvan Laboratuar1 Unitesi’nde
gerceklestirilmistir. Deney hayvani olarak 60 adet, agirliklar1 300-380 gram
(ortalama 343gram) arasinda degisen yetiskin saglikli Wistar si¢anlari (ratus
norvergicus) kullanilmistir. Deney hayvanlar1 pre-operatif ve post-operatif

donemlerde normal oda 1sisinda (24°C) ve ayr1 kafeslerde tutularak takip edildiler.

Anestezi, intramiskuler yoldan verilen ketamin HCI (40 mg/kg, Ketalar 50
mg/cc, Parke-Davis) ve Xylazin HCI (10 mg/kg, Rompun, 23-32 mg/cc, Bayer)
kombinasyonu ile saglandi. Deney protokolii siiresince uygulanacak girisimler i¢in
ayni dozlar ile anestezi idamesi saglandi. Cerrahi girisimden O©nce deney
hayvanlarmin kullanilacak epigastrik bolgelerinde genis bir sekilde epilatuar krem
kullanilarak killar alindi. Operasyon sahasi once cerrahi sabun (Hibisel, Dogu ilag

firmas1) sonra povidone-iodine (Batticon, Adeka Ila¢ Sanayi) ile temizlendi.

3.1. TADALAFIL

Bu ¢aligmada 20 miligramlik tablet formundaki tadalafil (Cialis®) kullanildi.
20 miligramlik tadalafil tableti 20 cc serum fizyolojik ile karistirildi ve 1 cc birime 1

mg olacak sekilde ayarlanarak hazirlandi.

Hazirlanan tadalafil, grup III’teki ratlara 5 mg/kg dozda (ortalama doz 1,7
miligram) olacak sekilde ratin agirligina uygun olarak hesaplanip nazogastrik sonda

takilarak enteral olarak verildi.
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3.2. DENEYSEL PROTOKOL

Bu deneysel ¢alismada birincisi non - iskemik, ikincisi iskemik, dglncisu
calisma olmak (zere ve her bir grupta 20 adet denek olacak sekilde 3 ayri grup
olusturuldu. Her gruptaki 20 adet hayvan 10’ar adetli alt gruplara ayrildi.
Hayvanlarin gruplara dagilimi rasgele yapildi.

Grup | (non - iskemik grup, n=20): Gruptaki hayvanlarin hepsinden sigan
karm / kasik bolgesinde 7 x 4 cm.lik siiperfisyal epigastrik arter ve ven pedikiillii cilt
ada flepleri eleve edildi. Bu gruptaki flepler herhangi bir isleme tabi tutulmadan

yerlerine iade edildiler.

Grup I’deki hayvanlarin yarist (n=10) reperfliizyonu takiben 12. saatte
sakrifiye edildi (Grup la). Grup I’deki hayvanlarin diger yaris1 (n=10) reperflizyonu
takiben 7. gunde sakrifiye edildi (Grup Ib).

Grup Il (iskemi grubu, n=20): Grup I’deki hayvanlarda oldugu gibi si¢an
karin / kasik bolgesinde 7 x 4 cm.lik stperfisyal epigastrik arter ve ven pedikilli cilt
ada flepleri eleve edildi. Pedikiiller mikrovaskiiler damar klempleri kullanilarak 12

saat sicak iskemiye maruz birakildi ve siire bitiminde reperfiizyon saglandi.

Grup II’deki hayvanlarin yarisi (n=10) reperflizyonu takiben 12. saatte
sakrifiye edildi (Grup 11a). Grup II’deki hayvanlarin diger yaris1 (n=10) reperflizyonu
takiben 7. guinde sakrifiye edildi (Grup 1b).

Grup III (¢alisma grubu, n=20): Grup I ve II’deki hayvanlarda oldugu gibi
sican karin/ kasik bolgesinde 7 x 4 cm.lik superfisyal epigastrik arter ve ven
pedikullu cilt ada flepleri eleve edildi. Pedikiller mikrovaskiler damar klempleri
kullanilarak 12 saat sicak iskemiye maruz birakildi ve siire bitiminde reperfiizyon
saglandi. Bu gruptaki siganlarin tiimiine reperfiizyon saglandiktan 30 dakika sonra 5

mg/ kg dozunda tadalafil enteral (nazogastrik sonda ile) olarak verildi.

Grup III’deki hayvanlarin yaris1 (n=10) reperflizyonu takiben 12. saatte
sakrifiye edildi (Grup Illa). Grup III’deki hayvanlarin diger yaris1 (n=10) grup Il1b
olarak gruplandirildi. Grup Illb deki hayvanlara ginlik 5 mg/kg dozunda tadalafil
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enteral olarak verildikten sonra hayvanlar reperfiizyonu takiben 7. giinde sakrifiye
edildi.

3.2.1. CERRAHI YONTEM

Cilt fleplerinde iskemi / reperflizyon modeli icin daha 6nce Petry ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanan deneysel model esas alindi (90). Her deney
hayvaninin sag veya sol karin/ kasik bolgesinde 7 x 4 cm. deri flebi planland1 (Sekil
3.1). Flep elevasyonunda medial sinir olarak orta hat esas alindi. Tiim fleplerin kan
akimi inferior siiperfisyal epigastrik arter ve ven tarafindan saglandi (Sekil 3.2).
Cerrahi’loop’kullanilarak yapilan diseksiyon ile cilt fleplerinin sadece bu arter ve
ven tarafindan beslenmesi saglandi. Tiim miiskiiler dallar kesildi; cilt flepleri tam
olarak bir’ada’flebi haline getirildi (Sekil 3.3). Daha sonra tim flep pedikillerine 2
mm mikrovaskiiler klemp yerlestirildi (hem arter hem de eslik eden veni igerecek
sekilde). Bu sekilde tiim fleplerde total bir iskemi periyodu baslatildi. Fleplerin
medial, lateral, stiperior ve inferior kenarlari1 5/0 polipropilen ile dikildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.1. Epigastrik bolgede flebin planlanmast
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Sekil 3.2. Yuzeyel epigastrik arter ve ven iceren flep pedikili

Sekil 3.3. Deri flebinin’ada flebi’seklinde elevasyonu
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Sekil 3.4. Pedikiilii klemplenerek iskemi olusturulmus flep

12 saatlik iskemi periyodu sonrasinda klempler alinarak vaskiiler pedikiil
acild1 ve iskemi periyodu sona erdirildi (91). Cerrahi mikroskop kullanilarak hem
arter hem de vende akimin tekrar basladigi yani pedikiiliin agik (‘patency’) olup
olmadig1 kontrol edildi. Damarlar serum fizyolojik soliisyonu ile irrige edilerek
temizlendi ancak bu islem esnasinda vazospazma yol agmamak igin vazoaktif
herhangi bir soliisyon kullanilmadi. Pedikiilii serbestlemek ve gozlemlemek i¢in flep
inferiorundaki bosluk herhangi bir doku hasarina yol agmadan 6zenli bir bi¢cimde
tekrar sutlre edildi. Grup la, lla, Illa’daki flepler 24 saat; Grup Ib, llb, IlIb’deki
fleplerde 7 ginlik bir izleme periyoduna alindi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Klempler agildiktan sonra adapte edilmis flep

Grup Ia, I1a, ITa’daki hayvanlar reperflizyonu takiben 12. saatte yiiksek doz
intraperitoneal pentotal (50mg/kg) verilerek sakrifiye edildi. Grup Ib, IIb, IIIb’deki
hayvanlar 7 giinliik izlem periyodlarin1 takiben, yiiksek doz intraperitoneal pentotal
verilerek sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin tiimiiniin fleplerinden 4 x 1
cm.lik doku oOrnekleri alinip malondialdehid (MDA), nitrit ve miyeloperoksidaz

(MPOQ) olgtimleri igin sivi nitrojen ile donduruldu (92).

7. glinde makroskopik olarak nekrotik ve canli dokularin ayirimi oldukga iyi
yapilabilmekteydi. Grup Ib, IIb, IlIIb’deki hayvanlara ait fleplerin 7.giinde esit
mesafe ve esit 151k altinda dijital fotograflar1 c¢ekildi. Elde edilen goriintiiler
bilgisayar ortamina aktarildiktan sonra, total flep alani / nekrotik bolge alan1 ve canli
bolge alanlar1 dijital ortamda isaretlendi. Autocad 2004 Software (Autodesk, USA,
Tiirkiye distribiitorii: Sayisal Grafik) programi kullanilarak bu alanlarin birbirine
oranlar1 hesaplandi. Orijinal olarak 7 x 4 cm planlanan ve eleve edilen tim fleplerin

siirlarinda retraksiyonlar ve diizensizlikler gozlendi. Herhangi bir ek midahale
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yapilmadan sadece nekrotik ve canli alanlarin yiizde oranlari1 her ii¢ grup arasinda

kiyaslandi.

3.2.2. BiYOKIMYASAL ANALIiZ

Tim gruplardan alinan doku 6rnekleri iki esit pargaya bdliinerek calisma
guniine kadar -86 °C’de saklandi. ikiye boliinmiis dokunun bir parcasi, analitik
terazide (Shimadzu, AX-200) ayr1 ayr tartilarak agirliklar kaydedildi.

Doku 6rnekleri, 1/10 oraninda olacak sekilde % 1.15 KCI (Potasyum klorid,
Merck) ilave edilerek homojenize edildi.

3.2.2.1. TOTAL NiTRIT TAYINI

Doku oOrnekleri, 1/10 oraninda olacak sekilde % 1.15 KCI ilave edilerek

homojenize edildi.

Nitrit ve diizeylerinin 6l¢iimii i¢in Smarason tarafindan modifiye edilen
kolorimetrik yontem kullanildi. Bu metotta nitratin nitrat rediiktaz enzimi ile nitrite
cevrilmesi baz alinir. Olusan reaksiyon iriinii pembe renk verir ve absorbans
Olglimleri 548 nm.de spektrofotometrik (Klinik Spektrofotometre) olarak yapildi.
(Griess reaksiyonu)(93)

Kullanmilan cihaz: Klinik spektrofotometre, Shimadzu CL-770
3.2.2.2. MALONDIALDEHID (MDA) TAYiNI

Doku ornekleri, 1/10 oraninda olacak sekilde % 1.15 KCI ilave edilerek
homojenize edildi.

MDA diizeylerinin Ol¢limii i¢in Wasowicz ve arkadaslari tarafindan tarif
edilen fluorometrik yontem kullanildi. Bu metotta tiyobarbiturik asit (TBA) ile

MDA’nin reaksiyonu sonucu olusan {iriiniin spektrofluorometrede (HITACHI F-
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2500) uyarilmis dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm.de okunmasi ile
MDA duzeyleri belirlendi (94).

Kullanilan cihaz: Spektrofluorometre, HITACHI F-2500
3.2.2.3. MIiYELOPEROKSIDAZ TAYiNI (MPO)

Doku oOrnekleri, 1/10 oraninda olacak sekilde % 1.15 KCI ilave edilerek
homojenize edildi. 50 mmol/l fosfat tamponda (pH 6), % 0.5
hegzodesiltrimetilamonyum bromiir hazirlandi ve doku orneklerine, 1/15 oraninda
olacak sekilde hazirlanan bu tampon, ilave edilerek buzlu bir kabin igerisinde
homojenize edildi. Daha sonra bu homojenat -20 °C de donduruldu, bunu takiben
donmus homojenat oda isisinda tekrar ¢oziindii ve tekrar homojenize edildi. Bu
islem (homojenizasyon-dondurma-¢ozdirme) 3 kez tekrar edildi.  Sogutmali
santrifijde 40000 x g.de 15 dakika santrif(lj edildi. Stpernatandan 0.1 ml alinarak
MPO aktivitesi tayini gerceklestirildi. Daha sonra bu homojenattan MPO tayini
gerceklestirildi (95).

Kullamilan cihaz: Klinik Spektrofotometre, Shimadzu CL-770

3.2.3. HISTOPATOLOJIK ANALiZ

Alan hesaplamalar1 yapildiktan sonra tiim spesimenler histopatolojik
inceleme icin 24 saat sireyle 4°C de %10’luk tamponlanmis formalin fiksasyon
soliisyonu igine alindi. Daha sonra histopatolojik tetkik amaciyla hematoksilen —
eozin (HE) boyama teknigi kullanildi. Notrofil infiltrasyonu, Odem, nekroz,

neovaskularizasyon ve fibrozis oranlart ayni patolog tarafindan degerlendirildi.
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3.2.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz igin kisisel bilgisayar ve’SPSS 11.0 for Windows Release
(Microsoft Corporation, USA)’yazilim programi kullanildi. Bagimsiz gruplardan
elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak farkli olup olmadig: iliskili dl¢timler i¢in
Wilcoxon isaretli siralar testi kullanilarak gerceklestirldi. P < 0.05 degeri istatistiksel

anlamli olarak kabul edildi.

30



4. BULGULAR

Calismanin sonuna kadar hi¢bir hayvanda 6lim goézlenmedi. Gozlem siiresi
boyunca hicbir hayvanda enfeksiyon, seroma, hematom gibi lokal flep sorunlar
olusmadi. Grup Ia, Ila, Illa’daki siganlar reperfiizyonun 12.saatinde, grup Ib, llb,
IlIb’deki siganlar post-operatif 7. giinde asir1 dozda sodyum fenobarbital verilerek
sakrifiye edildi. Biyokimyasal analizler i¢in spesimenler alindiktan sonra flepler
histopatolojik incelemeler i¢in alindi. Grup Ib, IIb, I1Ib’deki hayvanlarin flep nekroz

alanlariin hesaplanabilmesi i¢in fotograflandi.

4.1. BiYOKIMYASAL ANALIiZ

Grup Ia, Ila, I1la’daki siganlar reperfiizyonu takip eden 12.saatte, Grup Ib,
IIb, IIIb’deki siganlar reperfiizyonu takip eden 7. gunde sakrifiye edilmeden dnce
fleplerden 4 x 1 cm.lik doku Ornekleri alinarak doku total nitrit, malondialdehid
(MDA), miyeloperoksidaz (MPO) dizeyleri 6lculdu. Tablo 4.1 ve Tablo 4.2 tim
deneklerden elde edilen biyokimyasal degerleri, Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°da

biyokimyasal tetkik ortalamalarini géstermektedir.

Tablo 4.1. Grup Ia, Ila, IIla i¢in total nitrit, MDA, MPO degerleri

GRUP | DENEK NO/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9
BIYOKIMYASAL
SONUC
Total Nitrit 0,13 0,05 0,06 0,04 0,36 0,09 0,08 0,07 0,09 0,21
(nmol/mg)
la MDA 0,29 0,25 0,28 0,2 0,76 0,31 0,22 0,34 0,29 0,23
(nmol/ mg)
MPO 17,63 6,94 14,01 | 36,66 | 36,22 20,34 2347 | 1934 | 22,14 | 19,43
(mU/ mg)
Total Nitrit 0,18 0,49 0,12 0,35 0,28 0,12 0,47 0,32 0,29 0,36
(nmol/mg)
lla MDA 0,63 1,38 1,03 1,22 0,49 0,88 0,91 0,78 0,67 0,82
(nmol/ mg)
MPO 67,86 | 92,03 | 26,09 | 6154 | 9967 | 13582 | 7845 | 83,79 | 92558 | 68,32
(mU/ mg)
Total Nitrit 0,29 0,19 0,23 0,16 0,12 0,19 0,08 0,11 0,16 0,17
(nmol/mg)
Illa MDA 0,33 0,21 0,50 0,31 0,25 0,40 0,37 0,29 0,41 0,34
(nmol/ mg)
MPO 2191 | 32,34 | 40,05 | 41,01 | 47,24 37,64 37,11 | 2956 | 32,78 | 40,89
(mU/ mg)

31



Tablo 4.2. Grup Ib, Ilb, I1lb icin total nitrit, MDA, MPO degerleri

1

DENEK NO/
BIYOKIMYAS
AL SONUC

GRU
p

Total Nitrit 0,07 0,06 0,07 0,04 0,17 0,13 0,12 0,11 0,14 0,08 7
| 007 | 006 | 007 | 004 | 047 | 043 | o042 | ot | ou | 0% |

(nmol/mg)

‘ 0,29‘ 0,16 ‘ 0,16 ‘ 0,14 ‘ 0,34 ‘ 0,21 | 0,25 | 0,41 ‘ 0,15 ‘ 0,22 |

MDA

Ib

(nmol/ mg)

30,14

21,55

22,47

19,32

43,69

41,74

11,86

17,43

2,70

14,7
8

MPO

Total Nitrit ‘ 0,48‘ 0,39 ‘ 0,45 ‘ 0,37 ‘ 0,40 ‘ 0,57 | 0,41 | 0,90 ‘ 1,06 ‘ 0,85 |

(mU/ mg)

Ib ‘

(nmol/mg)

‘ 0,64‘ 0,46 ‘ 1,03 ‘ 0,71 ‘ 0,24 ‘ 0,56 | 0,83 | 0,85 ‘ 0,60 ‘ 0,72 |

|

MDA

(nmol/ mg)

243,9
6

122,1
9

169,8
2

182,7
1

2719
6

2445
5

167,6
6

124,0
6

1353
9

40,7
1

MPO

Total Nitrit ‘ 0,18‘ 0,30 ‘ 0,14 ‘ 0,17 ‘ 0,65 ‘ 0,11 | 0,37 | 0,27 ‘ 0,19 ‘ 0,22 |

(mU/ mg)

Ib ‘

(nmol/mg)

‘ 0,20‘ 0,23 ‘ 0,22 ‘ 0,45 ‘ 0,27 ‘ 0,18 | 0,23 | 0,44 ‘ 0,27 ‘ 0,15 |

MDA

(nmol/ mg)

59,48

41,40

61,49

121,9
8

88,44

96,73

92,78

63,22

110,3
4

54,1
1

MPO

(mU/ mg) ‘

Tablo 4.3. Total nitrit ortalama degerleri (nmol/mg)

Oa alt grubu
Ob alt grubu

0,61

0,5;

0,4

0,31

0,2;

0,117

I1.grup I1.grup

l.grup

32



Tablo 4.4. MDA ortalama degerleri (nmol/mg)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

l.grup Il.grup I1.grup

Tablo 4.5. MPO ortalama degerleri (mU/mg)

180
160
140
120
100

80
60
40
20

0

l.grup Il.grup I1.grup
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4.2. ISTATISTIKSEL ANALIZ

4.2.1. TOTAL NiTRiT

4.2.1.1. GRUP IA — 1A KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMiK GRUP iLE iSKEMIiK

GRUBUN 24. SAAT SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Mliskili ~olgiimler i¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilasmada’p ‘degeri 0,017 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.
saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Grup la — IIa total nitrit sonuglarinin istatistiksel olarak karsilagtirmasi

Say1 (n) Sira Sira deseri* deserd
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam 8 paee
Negatif

5,67 51,00 2.395 0,017
Sira
Pozitif

4,00 4,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
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4.2.1.2. GRUP 1A — I11A KARSILASTIRMASI (ISKEMIK GRUP iLE TEDAVI
GRUBUNUN 24, SAAT SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Mliskili ~olgiimler ig¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilasmada’p ‘degeri 0,028 (p < 0,05) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Grup lla — IlIa total nitrit sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastirmasi

Sira Sira
Say1 (n) z degeri* p degeri
Ortalamasi Toplam
Negatif
7,00 49,00 2,194 0,028
Sira
Pozitif
2,00 6,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.1.3. GRUP IB — I IB KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMIK GRUP ILE iSKEMIK
GRUBUN 7. GUN SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili olgiimler icin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilasmada’p ‘degeri 0,005 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yikselmistir
(Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Grup Ib — IIb total nitrit sonuglarinin istatistiksel olarak karsilagtirmasi

Say1 () Sira Sira deseri* deserd
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm s paee
Negatif
10 5,50 55,00 2,805 0,005
Sira
Pozitif
0 0 0
Sira
Esit 0
* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
4.2.1.4. GRUP 1B — I11B KARSILASTIRMASI (ISKEMIK GRUP iLE TEDAVI

GRUBUNUN 7.GUN SONUGLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili ~olciimler i¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilasmada’p ‘degeri 0,007 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Grup llb — IIIb total nitrit sonug¢larinin istatistiksel olarak karsilastirmasi

Say () Sira Sira deseri* deseri
ay1 (n Z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam & paes
Negatif

5,67 51,00 2,397 0,007
Sira
Pozitif

1 4,00 4,00

Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
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4.2.2. MALONDIALDEHID (MDA)

4.2.2.1. GRUP IA — l|A KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMIK GRUP ILE ISKEMIK

GRUBUN 24. SAAT SONUGLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili &lgiimler icin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilagsmada’p ‘degeri 0,445 (p > 0,05) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha az yiikselmistir
(Tablo 4.10).

Tablo4.10. Grup la - Ila malondialdehit sonuglarinin istatistiksel olarak
karsilastirmast
Say1 () Sira Sira deseri* deserd
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam s paee
Negatif
5,00 35,00 0,764 0,445
Sira
Pozitif
6,67 20,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.2.2. GRUP l1A — 111A KARSILASTIRMASI (ISKEMIK GRUP iLE TEDAVI

GRUBUNUN 24. SAAT SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili &lgiimler igin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilagsmada’p ‘degeri 0,005 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.11).
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Tablo4.11. Grup lla — Illa malondialdehit sonuglarinin istatistiksel olarak
karsilastirmast
Say (n) Sira Sira deseri* deserd
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm 8 paee
Negatif
10 5,50 55,00 2.805 0,005
Sira
Pozitif
0 0 0
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.2.3. GRUP IB — | IB KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMIK GRUP iLE ISKEMIK

GRUBUN 7. GUN SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iligkili ~olciimler i¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilagsmada’p ‘degeri 0,007 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.12).

Tablo4.12. Grup Ib — IIb malondialdehit sonuglarinin istatistiksel olarak

karsilastirmast
Say1 (n) Sira Sira deseri* deserd
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm ° paes
Negatif
6,00 54,00 2,703 0,007
Sira
Pozitif
1 1,00 1,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
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4.2.2.4. GRUP |1B — I IB KARSILASTIRMASI (ISKEMIiK GRUP iLE TEDAVI]

GRUBUNUN 7.GUN SONUGLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili olgiimler icin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilasmada’p ‘degeri 0,007 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.13).

Tablo 4.13. Grup Ilb — IIIb malondialdehit sonuglarinin istatistiksel olarak

karsilastirmast
Say () Sira Sira deseri® deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam s paee
Negatif
6,00 54,00 2,701 0,007
Sira
Pozitif
1 1,00 1,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.3. MiYELOPEROKSIDAZ (MPO)

4.2.3.1. GRUP IA — A KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMIK GRUP iLE iSKEMIK

GRUBUN 24, SAAT SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Mliskili olciimler icin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilagsmada’p ‘degeri 0,005 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.14).
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Tablo 4.14. Grup la — Ila miyeloperoksidaz sonuglarinin istatistiksel olarak

karsilastirmast
Say (n) Sira Sira deseri® deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm s paee
Negatif
10 5,50 55,00 2,803 0,005
Sira
Pozitif
0 0 0
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.3.2. GRUP I 1A — I11A KARSILASTIRMASI (ISKEMIK GRUP iLE TEDAVI

GRUBUNUN 24. SAAT SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Mliskili olgiimler ig¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan

karsilagsmada’p ‘degeri 0,007 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit duzeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Grup lla — Illa miyeloperoksidaz sonuglarinin istatistiksel olarak

karsilagtirmasi
Say1 () Sira Sira deseri* deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam & paes
Negatif
9 6,00 54,00 2,701 0,007
Sira
Pozitif
1,00 1,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
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4.2.3.3. GRUP IB — | IB KARSILASTIRMASI (NON — iSKEMIK GRUP iLE ISKEMIK

GRUBUN 7. GUN SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI)

Iliskili olgiimler igin Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilasmada’p ‘degeri 0,005 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Grup Ib — IIb miyeloperoksidaz sonuglarinin istatistiksel olarak
karsilastirmast
Say () Sira Sira deseri® deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm s paee
Negatif
10 5,50 55,00 2,803 0,005
Sira
Pozitif
0 0
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.3.4. GRUP 1B — 1B KARSILASTIRMASI (ISKEMIiK GRUP iLE TEDAVI

GRUBUNUN 7.GUN SONUCLARININ KARSILASTIRILMAS]I)

Mligkili ~olciimler i¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilagsmada’p ‘degeri 0,007 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.17).
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Tablo 4.17. Grup llb — IIIb miyeloperoksidaz sonuglarmin istatistiksel olarak

karsilastirmast
Say (n) Sira Sira deseri® deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplam 8 paes
Negatif
6,00 54,00 2,701 0,007
Sira
Pozitif
1 1,00 1,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.2.4. SONUC

Yapilan  biyokimyasal  tetkik  sonuglarmin  istatistiksel  olarak
karsilastirmasinda, total nitrit, MDA ve MPO degerlerinin iskemi / reperfuzyon
hasarinda 6nemli Olciide arttig1 ancak tadalafil ile tedavi edilen grupta bu artigin

anlamli olarak daha az oldugu gdsterilmistir.
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4.3. FLEP YASAYABILIRLIKLERI

Tum gruplardaki siganlarin flep yasayabilirlik 6l¢iim sonuglar1 ve ortalama
degerleri Tablo 4.18’de verilmistir.

Grup Ib (n=10): Non - iskemik grupta post-operatif 7. glinde ortalama flep
nekroz alan1 % 13,2 (0-27) olarak bulundu (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Non — iskemik gruba ait bir flepte (hayvan no: 4) 7. gun sonunda flebin

gorunumu
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Grup b (n=10): iskemi grubunda 12 saatlik iskemi sonucunda post-operatif
7. glinde ortalama flep nekroz alan1 % 43,2 (27 — 61) olarak bulundu (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. iskemi grubuna ait bir flepte (Hayvan No: 5) 7. giin sonunda flebin

gordnuma

Grup Illb (n=10): Tedavi grubunda 12 saatlik iskemi sonucunda post-
operatif 7. glinde ortalama flep nekroz alan1 % 20,3 (8 — 31) olarak bulundu (Sekil
4.3).

Sekil 4.3. Tadalafil tedavi grubuna ait bir flepte (Hayvan No:1) 7. gliin sonunda
flebin gorinimdi
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Tablo 4.18. Sonuglar: Fleplerin nekrotik alanlart (% olarak tam sayr degerleri

alimmustir).
Grup Ib
SICAN NO (Non-iskemik . Grup i Grup b
(Iskemi grubu) (Tedavi grubu)
grup)

1 9 29 9

2 27 S7 15

3 11 42 22

4 0 32 13

5 12 46 20

6 17 74 16

7 13 28 25

8 19 36 19

9 10 61 26

10 14 27 34
Ortalama 13,2 (%) 43,2 (%) 19,9 (%)

44, FLer Nexkroz ALAN OLCUMLERININ ISTATISTIKSEL OLARAK

KARSILASTIRILMASI

4.4.1. GRUP IB — Il B KARSILASTIRILMASI (NON — iSKEMIK GRUP iLE iSKEMI

GRUBUNUN KARSILASTIRI LMASI)

Mliskili ~olciimler i¢in Wilcoxon isaretli siralar testi ile yapilan
karsilagsmada’p ‘degeri 0,005 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.
saat sonundaki total nitrit diizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.19).
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Tablo4.19. Grup Ib — 1lb flep viabilite 6lctmlerinin istatistiksel olarak

karsilastirilmast
Say (n) Sira Sira deseri® deseri
ay1 (n z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm s paee
Negatif
0 0 2,803 0,005
Sira
Pozitif
10 5,50 55,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.

4.4.2. GRUP IIB — Il B KARSILASTIRILMASI (ISKEMIK GRUP iLE TEDAVI
GRUBUNUN KARSILASTIRILMASI)

Mliskili olgiimler i¢in Wilcoxon isaretli swralar testi ile yapilan
karsilagsmada’p ‘degeri 0,009 (p < 0,02) olarak bulunmustur. Yani iskemik grupta 24.

saat sonundaki total nitrit dlizeyi non — iskemik gruba gore daha fazla yiikselmistir
(Tablo 4.20).

Tablo 4.20. Grup Illb — 1lb flep viabilite 6lclimlerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi
Say (n) Sira Sira deseri* deseri
ay1 (n Z degeri egeri
Y Ortalamasi Toplamm & paes
Negatif
5,89 53,00 2,601 0,009
Sira
Pozitif
1 2,00 2,00
Sira
Esit 0

* Z degeri negatif siralar temeline dayali olarak verilmistir.
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4.4.3. SONUC

Fleplerdeki nekrotik alan 6l¢timlerine gore iskemi / reperfiizyon grubunda
flep nekroz alaninda 6nemli bir artis olmasina ragmen, tedalafil ile tedavi edilen

grupta nekroz oraninin daha az oldugu gdsterilmistir.

4.5. HiISTOPATOLOJIK INCELEME

Histopatolojik inceleme amaciyla hematoksilen - eozin (HE) boyama teknigi
kullanildi. Tiim gruplardan 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler elde edildi. Grup
Ia, Ila, Illa arasindaki histopatolojik incelemelerde nétrofil infiltrasyonu, nekroz
orani ve ddem miktar1 kiyaslandi. En yogun nétrofil infiltrasyonu, nekroz orani ve
O6dem miktar1 Grup Ila da iken en az ndtrofil infiltrasyonu, nekroz oram1 ve ddem
miktar1 Grup Ia’da elde edildi (Sekil 4.4, 4.5, 4.6). Gruplar arasindaki histopatolojik
oOzelliklerin skorlamasi yapilmistir (Tablo 4.21).

Tablo 4.21. Her ti¢ grubun 24. saat 6rneklerinin histolojik skorlarin karsilastiriimasi

Grup la
) - ] ) Grup lla Grup Illa
Histolojik bulgular (Non-iskemik ) )
(Iskemik grup) (Tedavi grubu)

grup)
Odem ++ bt ++
Notrofil infiltrasyonu + ++++ ++
Nekroz orani + +++ ++

(+: Cokaz ++:Az +++:Orta ++++: Cok)
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Grup Ib, IIb, IIIb arasindaki histopatolojik incelemelerde nétrofil
infiltrasyonu, nekroz orani, 6dem miktari, fibrozis ve neovaskularizasyon miktarlar
kiyaslandi. En yogun notrofil infiltrasyonu, nekroz, fibrozis, 6dem miktar1 ve en az
neovaskularizasyon olusumu grup IIb’de iken en az nétrofil infiltrasyonu, nekroz,
fibrozis, 6dem miktar1, en fazla neovaskularizasyon olusumu grup Ib’de g6zlemlendi
(Sekil 4.7, 4.8, 4.9). Gruplar arasindaki histopatolojik ozelliklerin skorlamasi
yapilmustir (Tablo 4.22).

Tablo 4.22. Her ii¢ grubun 7. giin 6rneklerinin histolojik skorlarin karsilastiriimasi

Grup Ib
i . ) ] Grup llb Grup b
Histolojik bulgular (Non-iskemik ) _
(Iskemik grup) = (Tedavi grubu)
grup)

Odem ++ e+ +
Notrofil infiltrasyonu + ++++ ++
Nekroz orani + +++ ++
Fibrozis + +++ ++
Neovaskularizasyon ++++ + +++

(+: Gokaz ++:Az +++:0rta  ++++: Cok)
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Sekil 4.4. Grup la: Notrofil infiltrasyonu, 6dem ve nekroz orani az miktarda
gorulmekte (H & E, x10)

Sekil 4.5. Grup lla: Notrofil infiltrasyonu, 6dem ve nekroz orani oldukga fazla
miktarda gorulmekte (H & E, x20)
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Sekil 4.6. Grup Illa: Notrofil infiltrasyonu, 6dem ve nekroz orani, grup lla’dan
belirgin olarak daha az miktarda gortilmekte (H & E, x10)

Sekil 4.7. Grup Ib: Notrofil infiltrasyonu, 6dem, fibrozis ve nekroz orani az
miktarda; neovaskularizasyon ¢ok miktarda goérilmekte (H & E, x10)
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Sekil 4.8. Grup Ilb: Nétrofil infiltrasyonu, 6dem, fibrozis ve nekroz orani oldukca
fazla miktarda; neovaskularizasyon ise ¢ok az miktarda gorilmekte (H &
E, x15)

Sekil 4.9: Grup Illb: Noétrofil infiltrasyonu, 6dem, fibrozis ve nekroz orani grup
IIb’den az; neovaskularizasyon ise daha ¢ok miktarda gortlmekte (H &
E, x20)
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5. TARTISMA

Serbest doku transferleri veya replantasyon gibi mikrovaskdler cerrahi
girisimlerde, cerrahi esnasinda zorunlu bir iskemi periyodu olmaktadir. Hangi
sebeple olursa olsun iskemi, doku hipoksisine ve anaerobik metabolizmanin devreye
girmesine sebep olmaktadir. ATP bazinda hiicresel enerjinin azalmasi, O6nemli
miktarda intrasellller kalsiyum, NADPH ve hipoksantin gibi sitoplazmik
metabolitlerin  akimilasyonu ile sonuglanmaktadir (96). Artan intaselltler
kalsiyum,’ikincil mesajci’olarak inflamatuar mediatorlerin Uretimine neden olan
bircok enzimi aktif hale gegirir. Asirt metabolit birikimi, hiicrede osmotik bir

yiiklenme olusturur ki bu da hiicre sismesine ve hiicre membraninda hasara yol agar

(17, 97).

Iskemiye kars1 doku toleransini arttirmak igin bircok metod denenmektedir.
Bu metodlar arasinda en oOnemlileri; sogutma, fizyolojik yikama soliisyonlari,
kalsiyum kanal blokorlerinin kullanimi, yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin
kullanimi, serbest oksijen radikallerinin temizleyicisi antioksidan maddelerin

kullanimi, iskemik’preconditioning’ve farmakolojik ajanlarin kullanimidir (17).

Replantasyonu planlanan ampute par¢anin veya serbest aktarim icin eleve
edilmis flebin sogutulmasi, iyi bilinen ve hiicresel metabolizmay1 yavaslatarak kritik
iskemi zamanini uzattig1 i¢in kullanilan bir metoddur (98 — 100). 1997°de Zhan ve
ark. organ prezervasyonu igin standart olarak kullanilan soguk Euro-Collins
soliisyonuna (4° C)’trehalose’gibi hiicre membran stabilizatorleri ekleyerek iskemiye
maruz kalmis iskelet kaslarinda iskemiye toleransi basarili bir bigimde arttirmislardir
(102).

1987°de Rosen ve ark. daha sonra da 1992°de Gordon ve ark. iskemi
reperfiizyon hasarin1 Onlemek amaciyla dokularin fizyolojik soliisyonlar ile
yikanmasin1 denemigler ve vaskiiler hiperpermeabilitenin geciktirilmesi mekanizmasi

ile iskemiye kars1 doku toleransini arttirmiglardir (102, 103).
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Replantasyon dokularinda iskemi - reperflizyon hasarini azaltmaya yonelik
yiiksek enerjili fosfat bilesikleri ile serbest oksijen radikal temizleyicilerinin birlikte
kullanimin1 Ablove RH ve ark. iskemik ekstremite modelinde denemisler ve basarili

sonuglar elde etmislerdir (104).

Iskemi - reperfiizyon hasarm azaltmaya yonelik girisimlerden birisi
de’iskemik preconditioning’dir ve 1997°de Carroll ve ark tarafindan kas nekrozlarini
azaltmak amaciyla denenmistir (105). iskemik’Preconditioning’, genis iskemi
reperfiizyon hasar1 beklenen dokularda koruma ve hasar1 azaltma amacl isteyerek

yapilmis kisa iskemi periyodlarini igerir (106).

Iskelet kaslarinda  iskemik’Preconditioning’in  mekanizmasi,  hiicre
membranlarindaki potasyum kanallarinin ve A1 reseptorlerinin aktivasyonunu igerir
ki bu da hiicre igerisinde enerji kaybinin azaltilmasi ve iskemi esnasinda metabolit
birikiminin azaltilmasin1 amaglar (17, 97). Adenozin gibi A: reseptorlerinin
stimiilasyonunu veya kromalin gibi potasyum kanal aktivasyonunu saglayan
farmakolojik ajanlar iskemik preconditioning mekanizmasini taklit ederler ve
iskemiye kars1 iskelet kaslarmin toleransini artirirlar (107, 108). Bu yeni
konsept,’akut farmakolojik preconditioning’olarak adlandirilmaktadir (17) ancak bu

ilaglar, iskemiden hemen 6nce verilmelidir.

Iskemik dokunun kan dolagimi tekrar saglandiginda enzimatik reaksiyonlar
sonucu icerisinde superoksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikalini (OH") igeren birgok serbest oksijen radikalleri agiga ¢ikar (17). Bu serbest
oksijen reaktifleri hem endotelyal hiicrelere direkt hasar verirler hem de inflamatuar
mediatorlerin  Gretimini induklerler. Bu yuzden iskemi — reperfiizyon hasarimi
onlemeye yonelik caligsmalar, serbest oksijen radikallerinin inhibisyonu iizerine
yogunlagmaktadir. Bu amagla ksantin oksidaz inhibitorleri, stiperoksit dismutaz veya
katalaz gibi oksiradikal temizleyicileri, deferoksamin gibi demir baglayicilari,
U74006F gibi lipid peroksidasyon inhibitorleri denenmistir (109). Weiss ve
ark.larinin 1989°da yaptig1 bir ¢alismada oksiradikal temizleyicilerinin ratlarda ki

replante dokularin canliligini arttirdigir gosterilmistir (110). Ancak halen klinik
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uygulamada tam olarak etkinligi gosterilmis bir oksiradikal temizleyicisi bulunmus

degildir (17).

Iskemi - reperfiizyon hasarinda dnemli bir basamak da histamin, platelet
aktive edici faktor (PAF), lokotrien B4, tumor nekrotizan faktor (TNF), tromboksan
A2 ve interlokin 1 gibi inflamatuar mediatorlerin agiga ¢ikmasidir (17). Histamin;
vaskiiler permeabilitenin artis1 ve 10kositlerin indiklenmesinden sorumludur (111).
PAF; platelet agregasyonu, lokosit aktivasyonu, vaskiiler permeabilite artigsi ve
vazokonstriiksiyon yapan bir mediatordiir. Bu bilgi dogrultusunda yapilan bir
calismada PAF reseptor antagonistinin intraarteryel tek doz verilmesi iskemik
fleplerde kas ve cilt yasayabilirligini arttirdigi goézlenmistir (112). Lokotrien B4’iin
esas fonksiyonu; lokosit adezyonunu indiklemesidir. Bununla birlikte, kemotaksisi
uyarmasi, lokosit degraniilasyonunu tetiklemesi ve oksijen radikallerinin {iretimine
neden olmasi diger problematik basamaklardir. Bu nedenle Lokotrien B4 inhibisyonu
(SC-41930 gibi l6kotrien B4 reseptor antagonisti ile) iskemik dokulari reperflizyon
hasarina karsi koruyucu olmaktadir (21). Tromboksan A2; potent bir vazokostriktor
ve platelet agregatorii oldugu i¢in reperfiizyon hasarini ilerletmektedir. Aspirin veya
ibuprofen gibi siklooksijenaz enzim inhibitérlerinin kullanimi ile Tromboksan A2

inhibisyonu inhibisyonu saglanabilmektedir (113).

Reperflizyon hasarinin bir diger major basamagi da iskemik dokulardaki
venullerin endotellerine 16kositlerin yerlesmesidir (17) Lokositler ile endotel
hicreleri arasindaki iligki, 3 tane tek zincirli glikoprotein araciligi ile saglanmaktadir:
P-selektin, E-selektin ve L- selektin. Erken ve gec fazlarda l6kosit — endotel iliskisini
saglayan glikoproteinlerden P- ve E- selektinler endotel tarafindan sentezlenirken, L-
selektinler 18kosit yapilarinda mevcuttur. Iskemi — reperfiizyon olayinda 16kosit —
endotel iliskisinin bloke edilmesi; bu selektinlerin bloke edilmesi ile
saglanabilmektedir. Winn ve ark. pre-reperfiizyon sathasinda anti-P-selektin
monoklonal antikorlarinin verilmesinin iskemik dokularda yasayabilirligi arttirdigini
gostermislerdir (114). Baska bir ¢alismada da EL-246 monoklonal antikor
injeksiyonu ile E- ve L- selektinlerin blokaji ve iskemik hasarin oniine gegilmesi

amaglanmigtir (115) .
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Tum bu basamaklar, iskemi sonrasi reperfiizyonu takiben ¢ok kisa siireler
icerisinde olusmaktadir. Bu asamada en onemli olay; gelen l6kositlerin 6zellikle
postkapiller veniillerdeki endotelyal hiicrelere adezyonudur (17). Bu iligki, lokosit
yuzeyindeki Beta 2 (CD18) glikoproteini ve endotelyal interseliiler adezyon
molekili (ICAM -1) arasidaki baglanti ile olusmaktadir. Zamboni ve ark. CD18
integrinlerine ve Ma ve ark. ICAM -1’¢ kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlar

vererek iskemi reperfiizyon hasarini azaltici ¢alismalar yapmuslardir (116, 117).

Artik iyl bilinmektedir ki, veniillere 16kosit adezyonuna, arteryel
vazokonstriiksiyon eslik etmektedir (17). Zamboni ve ark. 1993’te 16kosit bagimli
vazoaktif cevabi engelleyecegini diislinerek, iskemik dokulara hiperbarik oksijen
uygulamis ve hem arteryel vazokonstriiksiyonu hem de ldkositlerin bu yolla
venullere adezyonunun bloke edilebilecegini 6ne siirmiislerdir (118). Endotel
hicreleri hem nitrik oksit gibi vazodilatér hem de endotelin -1 gibi vazokonstriktor
ajanlarin iiretme yetenegine sahiptir. Bir calismada reperfiizyonun indiikledigi
vazokonstriiksiyonun, endotelden lokal nitrik oksit tretiminde bir eksiklik ve buna
zit olarak endotelin — 1 sentezinin artmasi yiiziinden meydana geldigi One
stirilmiistiir (119, 120). Nitrik oksit, nitrik oksit sentetaz enzimi araciligiyla yari
esansiyel bir aminoasit olan L-Arginin’den sentezlenmektedir (121). Normal sartlar
altinda NO, vazodilatasyon yaparak vaskiiler tonusun devam ettirilmesinde oldukca
onemli bir mediatordiir. Iskemik kosullarda ise NO, serbest oksijen radikalleriyle
iliski sonucu oldukga zararli olan’peroksinitrit’e doniismektedir. Bu mekanizma da
L-NAME gibi nitrik oksit sentetaz inhibitorlerinin paradoksik koruyucu etkisini
aciklamaktadir (122 - 124).

Fosfodiesterazlar, fosfodiester bagini1 yikan enzimlerdir. Bu tabirle, siklikla,
siklik nukleotid fosfodiesterazlar kastedilmektedir. Ancak, fosfolipaz C ve D,
ototaksin, sfingomyelin fosfodiesteraz, DNAaz, RNAaz ve restriksiyon endontikleaz

da fosfodiesterazdir.

Siklik nukleotid fosfodiesterazlar ikinci haberci molekilleri olan siklik

adenozin monofosfat (CAMP) ve siklik guanozin monofosfat (cGMP) fosfodiester
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baglarin1 ayirirlar. Hiicre icin sinyal iletiminin yeri, siiresi ve biiyiikligiinii regiile

ederler.

Fosfodiesterazlar ilk olarak Uzunov ve Weiss tarafindan 1972’de rat beyninde
izole etmiglerdir (108). Sonrasinda da, c¢esitli ajanlarla selektif olarak inhibe
edilebilecegi gosterilmistir (109, 110).

Selektif fosfodiesteraz inhibitorlerinin terap6tik ajan olarak kullanilabilecegi
fikri 1977°de Weiss ve Hait tarafindan ortaya atilmistir (111). Bu fikir, giinimuizde

genis kullanim alan1 bulmustur.

Memelilerde, fosfodiesteraz siiper ailesi 11 enzimden olusmaktadir. Bu
smiflandirma, enzimin aminoasit dizilimine, substrat segiciligine, denetim ve

farmakolojik 6zelliklerine ve doku dagilimina gére yapilmaktadir.

Fosfodiesteraz-3, bazen c¢cGMP bagimli fosfodiesteraz olarak da
adlandirilmaktadir. Fosfodiesteraz ismlendirmesinde ilk sira aileyi, ikinci sira geni ve

tiglincii sira da varyansi gostermektedir (6rn: PDE1C3).

Fosfodiesteraz inhibitorleri, fosfodiesteraz ailesindeki belirli veya belirsiz
enzimleri bloke etmektedir. Bunu, fosfodiesteraz alt tipinin kullandig1 ikinci

haberciler olan cAMP veya cGMP ile yapmaktadirlar.

5.1. SINIFLANDIRMA
Non-selektif fosfodiesteraz inhibitorleri

e Kafein (mindr uyarici)
e Teofilin (bronkodilator)
e IBMX (3-izobiitil-1-metilksantin)

Fosfodiesteraz-1 selektif inhibitorleri

e Vinposetin
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e Zaprinast
e SCH-51866

Fosfodiesteraz-2 selektif inhibitorleri
e EHNA
Fosfodiesteraz-3 selektif inhibitorleri

e Enoksiman
e Milrinon (sempatik uyaran etkili)
e Silosatamit

e Amrinon
Fosfodiesteraz-4 selektif inhibitorleri

e Mezembrin (alkaloid)

e Rolipram (arastirmalarda kullanilir)

e Ibudilast (néroprotektif, bronkodilator)
e Zadarverin

e Denbufilin

e R0-20-1724

e RP-73401

e CDP-840

Fosfodiesteraz-5 selektif inhibitorleri

e Sildenafil
e Verdanafil
e Tadalafil

e Udenafil

e Avanafil

e Zaprinast
e DMPPO
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e Dipiridamol
e E-4021
e SCH-51866
o GF-248

Fosfodiesteraz-6 selektif inhibitorleri

e Sildenafil
e Zaprinast
o E-4021

e DMPPO
o GF-248

Fosfodiesteraz-7 selektif inhibitorleri

e Benzotieno- ve benzotiadiazin dioksitleri

Fosfodiesteraz-8 selektif inhibitorleri

e Dipiridamol

Fosfodiesteraz-9 selektif inhibitorleri

e Zaprinast

Fosfodiesteraz-11 selektif inhibitorleri

e Dipiridamol

e Zaprinast
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5.2. TADALAFIL

Tadalafil, erkek erektil disfonksiyonda oral yoldan kullanilan bir ajandir (71).
Cialis® (Lilly ICOS LLC) ticari adidir. Sar1 renkli, film kapli, badem seklindedir ve
5, 10, 20 miligramlik dozlarda tiretilmektedir.

Aralik 2003 tarihinde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi onayr almistir.
Sildenafil (Viagra®) ve verdenafil (Levitra®) sonrasinda piyasaya siiriilen {igiincii
impotans ajanidir. 36 saatlikyar1 omrii ve etkisi nedeniyle haftasonu hapr da
denmektedir. Tadalafil, ayrica, pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisinde faz 3

klinik ¢alismalarda da denenmektedir.

1998’de onay1r alan Viagra tiim diinyada erektil disfonksiyon tedavisinde
inanilmaz bir basar elde etmis ve yayginlik kazanmistir. Bunun sonrasinda, degisik
firmalar degisik formlarda ve yari omiirlerde fosfodiesteraz-5 enzim inhibitorleri

gelistirmisler ve piyasaya siirmiislerdir.

Tadalafil, digerleri gibi fosfodiesteraz-5 enzim inhibisyonu yaparak etKi
gostermektedir. Ancak en belirgin avantaji 17,5 saat gibi uzun bir yar1 émre sahip
olmasidir. Diger fosfodiesteraz-5 selektif inhibitorleri olan sildenafil ve verdenafil 4-

5 saat yar1 Omiirlidiir. Bundan dolayi tadalafilin glinde bir tane alinmas: yeterlidir.

Tadalafilin erektil disfonksiyondaki etkisini anlamak i¢in ereksiyon
fizyolojisi bilinmelidir. Seksiiel uyari varliginda penil ereksiyonun olmasti i¢in penil
arterlerin ve korpus kavernozum diiz kaslarinin gevsemesi ve penil kan akiminin
artmasi1 gerekmektedir. Bu uyari, sinir uglart ve endotel hiicrelerinden salinin nitrik
oksit (NO) aracili olmaktadir. NO, duz kas hicrelerinde cGMP sentesini
uyarmaktadir. cGMP, diiz kas1 gevsetmekte (hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diisiirerek)
ve korpus kavernozum kan akimini artirmaktadir. Fosfodiesteraz-5 selektif
inhibitorleri cGMP  AMP doniisiimiinii bloke ederek cGMP miktarmi artirmaktadir
(71,72).
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5.3. FOSFODIESTERAZ-5 INHIiBITORLERININ KLIiNiK ETKILERI

5.3.1. EREKTIL DiSFONKSiYON UZERINE ETKILER

Yapilan ¢ok merkezli ¢alismalarda tadalafilin kronik kullaniminin erektil
disfonksiyonlu hastalarda etkisi aragtirilmistir. Diyabetik olan ED hastalarinda,
diyabetin tipi, tedavi protokoli, glisemi kontroli ve mikrovaskuler komplikasyon
varligindan bagimsiz olarak tadalafilin etkinligi degerlendirilmis ve ED’nin gelisme

gosterdigi bulunmustur (112, 113).

Tadalafilin ED olan yasli hastalardaki (>65 yas) etkinligi de arastirilmig ve
plaseboya gore (%22) %69’luk bir klinik basar1 elde edilmistir (114).

Tadalafil, ED disinda {iriner sistem lizerine etki gostermektedir. Kavernozal
sinir rezeksiyonu yapilmis ratlarda kronik giinliik tadalafil kullaniminin korpus

kavernozum fibrozisini ve veno-okliizif disfonksiyonu onledigi gosterilmistir (115).

Fosfodiesteraz-5 enzim inhibitorleri alt Griner sistem Uzerinde da etki
gostermektedir. Boylece yalniz ED igin degil alt iiriner sistem sikayetleri (iiriner
siklik, “urgency”, noktiiri) olanlarda da faydasi mevcuttur (116-119). ED, benign
prostat hipertrofisi olan hastalarda siklikla komorbiddir (120). Yapilan ¢alismalar, alt
triner sistem rahatsizlig1 olanlarda sildenafil ve tadalafilin olumlu etki gosterdigi
yonundedir (121-123). Bunun disinda fosfodiesteraz-5 enzimi mesanede de mevcut
oldugundan mesane disfonksiyonlarinda ve neden oldugu sikayetlerde de

kullanilabilmektedir (116, 124, 125).

Tadalafil, onceleri erektil disfonksiyonun tedavisinde uzun omdurlu ajan

olarak kullanilmistir. Zamanla nonerektojenik etkilerinin de oldugu goriilmiistiir.
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5.3.2. AKCIGER UZERINE ETKILER

Normal akcigerde NO, pulmoner endotelden salinarak kan akimindaki lokal
degisikliklerin kontrolii, normal pulmoner vaskiiler tonun ve gecirgenliginin
saglanmasi, oksijen transferine doku direncinin modiilasyonu gibi 6nemli fizyolojik
olaylara aracilik etmektedir (113, 127). Pulmoner hipertansiyonda ise sol kalp dolum
basinct ve pulmoner vaskiiler direng artmaktadir. Mevcut bilgiler primer pulmoner
hipertansiyon olan hastalarda endotel kaynakli vazodilator aracilar (prostaglandin 12,
NO) ile vazokonstriktor aracilar (endotelin-1, tromboksan A2) arasindaki dengesizlik
oldugu yoniindedir. Sekonder pulmoner hipertansiyon ise sekonder bir hastaliga
(kalp yetmezligi, akut solunum distres sendromu, akciger transplantasyonu, akciger

embolisi) baglh gelismektedir.

Fosfodiesteraz-5 enzimi akcigerde yaygin olarak bulunmaktadir. Enzim
inhibisyonunun da klinik etkileri yogun olarak arastirilmistir (128). Bir ¢aligmada
sildenafilin kronik kullanimi ile pulmoner sistolik basingta %21.8, diyastolik basinga
%20.8 ve arteriyal direngte ise %45.1°lik bir azalma gosterilmistir. Diger bir
caillsmada ise sildenafil, NO ile kullanilmig ve basarili sonuglar alinmigtir (128,
129). Tadalafilin bu amacla kullanim heniiz yenidir. Bir ¢alismada 6 aylik tadalafil
kullanimiyla 72 yasindaki bir pulmoner hipertansiyon hastasinda fonksiyonel durum
(NYHA smiflandirmasina gore) ve arteriyel oksjenizasyonda diizelme ve sistolik
pulmoner basingta diisme goriilmiistiir (130). Baska bir ¢alismada ise 55 yasinda
siroz ve primer pulmoner hipertansiyon hastasinda tadalafil kullanimi ile egzersiz
kapasitesinde ve kalp veriminde artis, pulmoner arteriyel basingta, hepatik kdse ven

basincinda ve sistolik-diyastolik kan basincinda diisiis tespit edilmistir (131).

5.3.3. KALP UZERINE ETKILER

ED, ateroskleroz, hipertansiyon, dislipidemi, diabetes mellitus, sigara
igiciligi, obezite ve sekonder yasama tarzi gibi bir¢cok modifiye edilebilen risk

faktorlerini paylasmaktadir (132, 133).
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Kalp kasi iizerine olan kontraktil etkileri i¢in net bir bilgi verilememekte;
daha cok c¢alisma gerektigi bildirilmistir. Ancak periferal ve santral hemodinamik
etkileri {lizerine yapilan caligmalar ¢oktur. ED hastas1 ve iskemik kalp hastaligi olan
hastalarda yapilan plasebo kontrollii, ¢ift kor bir meta-analizde sildenafilin ED

tizerine anlamli etkisinin oldugu gosterilmisir (134).

Cesitli ¢alismalar gostermistir ki oral sildenafil kullanimi ile 1-2 saat icinde
kicik sistolik ve diyastolik basing diisiisleri olmakta ve ilgingtir ki bu yas ve ilag
dozundan bagimsiz goriilmektedir. Geng-yasli kiyaslanmasinda ortostatik kan basing
farkliklar1 gozlemlenmemistir. Bir c¢alismada antihipertansif ajanlarini kullanan
hastalarda sildenafil ile kan basinci degisiklikleri olmakta ancak kalp hizina etki
olmamaktadir (135). Fosfodiesteraz-5 inhibitorleri es zamanli antihipertansif
ajanlarla (B-blokorler, kalsiyum kanal blokorleri, anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri) beraber kullanilabilmektedir. Yalniz, a-blokorler ve NO ajanlart ile
berbaber kullanilirken vazodilatasyon ve hipotansiyon yoniinden dikkatli
olunmalidir. Fosfodiesteraz-5 inhibitorleri, koroner arter hastasi ve Kkritik stenozu

olan hastalarda NO ajanlari ile beraber kullanilmamalidir.

Sildenafilin izole edilmis kanin koroner arter diiz kaslari iizerinde segici
olarak cGMP seviyelerini artirarak etki ettigi gosterilmistir. Bu etkilerini, 10-100 nM
konsantrasyonlarinda gostermekte, fazla dozlarda etki gostermemektedir. Bir
calismada, sildenafilin kopek koroner kan akimi {izerinde istirahat ve egzersizdeki
etkileri incelenmistir. Sonug¢ olarak koroner akimi artirdigi gosterilmistir (136).
Baska bir calismada ise insanlar iizerindeki etkisi incelenmis ve koroner akimda
degisiklik bulunmamais; fakat, koroner akim rezervlerinde anlamli artig goriilmiistiir.
Bunlarin  sonucunda nitratlarin aksine sildenafilin koroner c¢alma fenomeni

olusturmadig1 goriilmiistiir (137).

Kronik kalp yetmezligi (KKY) olan hastalarda %75 ED eslik edebilmektedir.
Bocchi ve arkadaslar1 KKY olan hastalarda sildenafilin ED {izerine olumlu etkilerini
gostermistir (138). KKY olan hastalarda sildenafil kullanimu ile ilgili ¢ok rapor
mevcuttu ancak heniiz verdenafil ve tadalafil ile yapilmis etkinlik-sonu¢ raporu

goriilmemistir (139). Verdenafilin tavsanda iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasi
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miyokard nekroz miktarin1 mitokondri kaynakli Katp kanallarini agarak azalttig
gosterilmistir (140). Su bilinmektedir ki stabil KKY olan ED hastalarinda sildenafil
etkili ve guvenilirdir (72).

Calismalar, sildenafilin kardiyoprotektif etkisini yalnizca vazodilator etkisine
baglamamakta, iskemik “preconditioning”, endotel iizerine olan, nekroz ve apoptoz
azaltici, aort lzerine olan, B-adrenerjik enzim regulasyonuna olan, ventrikiler
“remodelling”, anti-iskemik, aritmi azaltici, miyokard enfarktiisii azaltici,
mikrovaskuler fonksiyon Uzerine olan ve miyokard iskemi/reperflizyon Uzerine olan
etkilerine baglamaktadir (72, 141-146).

5.3.4. DIGER ORGAN SISTEMLERIi UZERINE ETKIiLER
5.3.4.1. TROMBOSITLER UZERINE ETKILER

Trombositler, fosfodiesteraz-3 ve 5 enzimlerini tasirlar. Ilk calismalarda
trombositler tizerine etki goriilmezken artik bilinmektedir ki NO dondrleriyle beraber
ex vivo ve in vitro olarak sildenafilin antiagregan etkisi vardir (147, 148). Ancak
sildenafilin kanama bozuklugu olan veya anti-trombosit ajan (klopidogrel, tiklopidin,
dipiridamol) kullanan hastalarda etkisi heniiz degerlendirilmediginden eszamanl

kullaniminda dikkatli olunmalidir.

5.3.4.2. GASTROINTESTINAL SISTEM UZERINE ETKILER

Bu konuda yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla hayvan deneyleri sonucudur. Bir
¢alismada sildenafilin rat diiodenal kontraktilitesi tizerinde in vitro inhibitor etkisi
goriilmiistiir (149). Bagka bir ¢aligmada ise kedi 6zafagusunda hem kontraksiyonlari
azaltigt hem de alt sfinkter gevsemesi yaptigi gosterilmistir (150). Ayrica
sildenafilin postprandial mide hacmini artirdigi ve sivilarin gecis siliresini uzattigi

bulunmustur (151). /n vitro calismalar etkinin NO aracili diiz kas gevsemesi,
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peristaltizm azalmasi ve sfinkter gevsekligi yapmasi (myojenik etkiler) nedeniyle

oldugu yoniindedir (72).

5.3.4.3. ENDOTEL UZERINE ETKiLER

Calismalar, endotel disfonksiyonunun endotel kaynakli NO iiretimindeki
azalma sonucu olustugunu gostermektedir. Endotel fonksiyonunun, KKY, diabetes
mellitus ve koroner arter hastasi olanlarda etkilendigi bilinmektedir (152). Hayvan
calismalarinda sildenafilin endotel fonksiyonu iizerine olumlu etkileri gdsterilmis;
insanlarda da miyokard hasarini azalttigi, bunu da endotel fonksiyonlar1 tizerinden
yaptigr gorilmistir (153, 154). Hatta, tadalafilin de yiksek kardiyovaskiler risk
tagiyan hastalarda endotel fonksiyonunu iyilestirdigi ve etkinin de ilag birakilsa dahi
2 hafta siirdiigii raporlanmistir (155). Ote yandan, sigara icicilerde endotel
disfonksiyonunu azaltici etkiler net degildir. Bir ¢alismada brakial arterde anlamli
akim farki bulunmazken (156), baska bir ¢aligmada sildenafilin sigara kaynakli akut
akim degisikliklerini bile ortadan kaldirdigir bulunmustur (157). Bu etkinin de KKY
hastalarinda damar diiz kaslarinda cGMP aracili gevsemeye cevap azligindan

kaynaklandigini; sildenafil ile de bu cevabin artirildig1 gosterilmistir.

Calismalar, endotel disfonsiyonu {iizerine tadalafilin olumlu etkisinin
oldugunu gostermistir (158-161). Yuksek kardiyovaskdler risk tasiyan erkeklerde
kronik tadalafil kullannmmim (20 mg) endotel fonksiyonlarmi 1yilestirdigi
gosterilmistir (155). Bu ¢alismada, ayrica, kronik tadalafil kullaniminin brakial arter
akim artigina, vazodilatasyona neden oldugu; ek olarak da endotelin-1 seviyesini

diistirdligii ve nitrit/nitrat seviyesini artirdig1 raporlanmaigtir.

5.3.4.4. GORME UZERINE ETKILER

Sildenafilin, fosfodiesteraz-5 enzimine fosfodiesteraz-6 enziminden 10 kat
daha secicilik gosterdiginden ilacin yiiksek plazma konsantrasyonlarinda gorme

lizerine olan etkileri bu secicilige baglanmaktadir (162, 163). Mavi-yesil gorme, 151k
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algilanmasinda artig, bulanik gérme gibi gegici gorsel anormallikler (164) ilacin
yiikksek dozlarinda ortaya ¢ikmaktadir (sildenafil >100mg). Fosfodiesteraz-6 enzim
defekti olan retinitis pigmentoza gibi hastaliklarda ila¢g dikkatle kullanilmalidir.
Calismalar, fosfodiesteraz-5 inhibitorleri ile nonarteritik anterior iskemik optik
noropati (NAION), silioretinal arter tikanikligi (165) ve pupilin etkilenmedigi II1.
kraniyal sinir felci (166) arasinda temporal bir iliski oldugunu goéstermektedir ve
bunlar yliksek doz kullanimi nedeniyle olmaktadir. NAION, ani gelisen, tedavisi
olmayan, geri doniisiimsiiz gérme kaybidir ve 40 yasindan biiyiiklerde
gorilmektedir. Optik disk 6demi, sinir liflerinde hemoraji, afferent papiller defekt ve
gorme kaybi izlenmektedir. 50 yasinin iizerinde 100000°de 2.5 oraninda insidans
verilmektedir (167). Son ¢alismalar ED i¢in enzim inhibit6rii kullanan erkeklerde

NAION insidansinda artma olmadigini gostermektedir (72).

5.3.4.5. SEREBRAL KAN AKIMI UZERINE OLAN ETKILER

Fosfodiesteraz-5 enzimi beyinde 6zellikle beyincik, hipokampus ve superior
servikal ganglionda bulunmaktadir (168). Yapilan calismalar, enzim inhibitorlerinin
serebral damarlarda etki etmedigi ve serebral akimda ve hizinda degisiklige neden
olmadig yoniindedir (169, 170). Buna neden olarak serebral damar diiz kaslarinda
cGMP etkisinin olmadigi veya kompansatuar mekanizmalarin devreye girdigi

gosterilmektedir.

5.3.5. FLEP YASABILIRLIiGI UZERINE OLAN ETKILER

Bu konuda yapilan caligmalar olduk¢a azdir. 2008 basinda yapilan bir
calismada aksiyel paternli cilt flebinde tadalafilin nekrozu anlamli derecede azalttig1
gosterilmigstir (171). Bu etkileri sadece diiz kas gevsetici etkisiyle degil kombine

sistem etkileriyle gerceklestirdigi diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Tadalafil kullanimi, iskemi olusturulmus cilt fleplerinde reperfiizyona baglh
hasar1 azaltmaktadir. Bu da global iskemiye maruz kalan dokularda tadalafilin
anatomik ve fonksiyonel iyilesmede etkin olabilecekleri sonucunu dogurmaktadir.
Serbest flep cerrahisi veya replantasyon olgularinda oldugu gibi gegcici bir siire global
iskemi sonrasi reperflizyonun zorunlu olarak yasandigi operasyonlarda ameliyat
oncesi ve sonrasi sistemik dolasimda belirli bir seviyede tadalafil diizeyinin olmasi,
karmasik mekanizmalar sonucu ortaya cikan iskemi / reperflizyon hasarinin
azaltilmasinda ve cerrahi girisimlerin basarisinin artmast ve komplikasyon
oranlarinin distiriilmesinde faydali bir yontem olarak uygulanabilecegi sonucuna

varilmstir.
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7.0zET

Iyatrojenik olarak planlanmis serbest doku transferlerinde oldugu gibi cesitli
kazalar sonucu olusan uzuv kopmalarinda da insan viicudunun anatomik bir pargasi
viicuttan uzaklasmakta ve kan akimi belirli bir siire i¢in de olsa kesintiye
ugramaktadir. Doku veya organ kan akimi yeniden saglansa bile 6zellikle serbest
oksijen radikallerinin sebep oldugu’iskemi / reperfiizyon hasari’degisken seviyelerde
hiicre ve doku hasarina sebep olmakta ve fonksiyonel olarak kayiplar ile
sonuglanmaktadir. iskemi / reperfiizyon hasarim azaltmaya yonelik ¢alismalar halen
devam etmekte ancak halen klinik rutin kullanima ge¢mis tam olarak etkin bir madde

bulunmus degildir.

Hipotezimiz oksidatif strese karsi tadalafil kullaniminin olusabilecek hasari
azaltmada etkili olabilecegi idi. Bu amacla bu c¢aligmada daha 6nceden deneysel
olarak dizayn edilmis bir cilt ada flebi iskemi / reperfiizyon modelinde tadalafilin
koruyucu etkisini arastirmay1r amagladik. 60 sican iizerinde yapilan deneysel
calismada sicanlar once ti¢ alt gruba ayrildi. Tiim sigcanlarin karin / kasik bolgesinden
7 x 4 cm’lik cilt ada flepleri hazirlandi. 1. gruptaki sicanlarin flepleri eleve edilip
yerine iade edildi. II. gruptaki sigcanlarin fleplerine iskemi / reperflizyon modeli
uygulandi ve herhangi bir tedavi uygulanmadi. III. gruptaki si¢anlarin fleplerine
iskemi reperfiizyon modeli uygulandi ve giinliik 5 mg/kg dozunda tadalafil verildi.
Her ii¢ gruptaki siganlarin yarisi reperfiizyonun 12. saatinde ve diger yaris1 7. glinde
sakrifiye edilerek makroskopik nekroz alan olglimii, biyokimyasal arastirmalar ve
histopatolojik incelemeler gibi objektif 6l¢lim yontemleri kullanilarak birbirleriyle
kiyaslandi. Tadalafil kullanilan gruplardaki biyokimyasal 6l¢limler, alan 6l¢iimleri ve
histopatolojik incelemelerin olduk¢a olumlu sonuglar verdigi goriildii. Daha 6nce
tadalafilin flep cerrahisinde kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur, ancak, mikro cerrahide
veya replantasyon cerrahisinde, cilt iskemi / reperflizyon hasarindaki etkisi ile ilgili
herhangi bir deneysel veya klinik ¢alisma mevcut degildir. Yaptigimiz caligma
1s181inda tadalafilin mikro cerrahi ve flep cerrahisinde oksidatif hasar1 azalttig1 ve

cerrahi girimlerin basar1 oranin1 arttig1 sonucuna varilmistir.
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