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OZET

Iskemi~reperfiizyon hasari; plastik ve rekonstriiktif
cerrahinin son 10-15 yilda {izerinde yogdun c¢aligmalar
yapilarak tartisilmig, ¢Ozimiinde epey yol alinmig ancak
halen tam olarak ¢dziilememis bir konusudur. Bu konu aslinda
sadece plastik carrahiyi dedil mikrocerrahi ile ugrasi veren
tim klinikleri yakindan ilgilendirmektedir.

Yapilan cgalismalarda kullanilan modeller kalp, ince
barsaklar, pankreas, bdbrek, karaciger gibi viseral organlar
disinda deri ve kas dokusunun ne denli etkilendigini bulmaya
ydneliktir. Ozellikle iskelet kasinda reperfiizyon hasarainin
fizyopatolojisi agik bir gekilde gdsterilememigtir.

Bu galigmanin amaglari sunlardir:

-Izole kremaster kasinin kullanilmasi ile klinik tablonun
simiilasyonu (taklidi).

~-Flep pedikiiliiniin indirekt kaniilasyonu ile kasin perfiize ve
drene edilmesi.

~-Reperfiizyon hasarinda degigik perfiizyon soliisyonlarinin
mikrosirkiilasyona etkisinin tayini.

~-Reperfiizyon hasarinin fizyopatblojisinin daha iyi
anlagilmasai.

Bu amacglar isiginda; 22 sicanda aortadan baglayip femoral
arter ve ven mikrokaniillerle kaniile edilmek ilizere korunarak
izole kremaster kas ada flebi olugsturuldu. 2 kontrol
grubundan 1’i ve 2 deney grubunda iliak pedikiil klempe
edilip 2 saatlik iskemi uygulandi. Klemp konduktan hemen
sonra deney gruplarinin birinde Laktatli Ringer digerinde
ise "University of Wisconsin" soliisyonu femoral arterden
verilip venden alinmak suretiyle kas lokal olarak perfiize
edildi ve bu soliisyonlarla yikanmis oldu. Preiskemik ve



postiskemik arteriol ve veniil g¢aplari, doku kan akimi,
kapiller dansite, eritrosit hizlari ve ldkosit yapismalari
6lcglilerek kullanilan soliisyonlarin reperfiizyon hasarina
etkisi mikrosirkiilatuar diizeyde ortaya kondu.



GIRIS

Bir doku iskemiye ugradiginda bir seri kimyasal reaksiyonlar
baslar ki bu da sonunda hiicresel disfonksiyona ve nekroza
yol acar. Iskemi sonucu olugan bdyle bir durumun nedeni tek
bir reaksiyon ve olayla agiklanamamakla beraber, enerji
depolarinin tiikenmesi ve toksik metabolitlerin birikmesinin
hiicre o&liimiine yol agtigi bilinmektedir. Dolagimin durdugdu
iskemik dokularda hiicrelerin beslenebilmesi ve toksik
metabolitlerin uzaklagtirilabilmesi igin kan akiminin tekrar
saglanmasi derekir. Bununla beraber iskemik dokularin
reperfiizyonu paradoksik olarak yarar yerine zarar
vermektedir. Serbest doku transferi, transplantasyon ve
replantasyon cerrahisinde dolagsim bagladiginda bazen, akim
giderek azalmakta endotelial permeabilite artmakta ve nekroz
geligsmektedir. Bu fenomene “iskemi-reperfiizyon hasari"
denir[9, 18, 20, 28, 29, 30, 33, 40, 54, 60, 74, 76, 86,
87].

Iskemi-reperfiizyon hasarinda reaktif Q,__metabolitlerinin
(ROM) roliis

Reperfiizyon hasarindan sorumlu ana etken serbest
radikallerdir. Serbest radikal, dig ydriingesinde
ciftlesmemis (doymamis) yani serbest bir elektron igeren
atom veya molekiile verilen isimdir. Bu durumlari nedeniyle
kendilerine &zgii fizik ve kimyasal &zellikleri vardar.
Bunlaf 6zetle; :
-Birgok forma girebilir ve ddniisebilirler,
~-Sitotoksiktirler,

~Zincirleme reaksiyonlarla doku nekrozuna yol agarlar,
~-Kapiller permeabiliteyi artirairlar,

-Trombositler ve n&trofillerin damar duvarina yapismasini
stimiile ederler [1, 5, 9, 11, 18-20, 28-30, 35, 37, 42-44,
48, 51, 52, 54, 60, 63, 74, 76, 79, 83, 86, 87].



Bu radikaller birgok aragtirici tarafindan serbest oksijen
radikalleri, oksiradikaller, oksijen serbest radikalleri,
serbest radikaller gibi isimler altinda incelenmigse de
giinlimiizde en iyi ifade eden baslik reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) dir [54, 86].

Yagayan organizmalarin oksijen’e (Op) ihtiyaci ve O05’'in
enerji {iretiminde ne denli ©®nemli bir yer tuttugu
bilinmektedir. Ote yandan O5’in elektronlara olan affinitesi
diger elementlerden g¢ok daha yliksektir. Bu da karbon,
oksijen, hidrojen ve azot igeren bilesiklerin yapisini
kolaylikla degistirebilmesini ve canlilarda g¢ok zararli
reaksiyonlar yaratmasini aciklamaktadir [9].

Normalde molekiiler O,, sitokrom oksidaz sistemi cergevesinde
4 elektron alarak suya rediikte olur [9, 86].

0, + de” + 4t — 2H,0

Ancak O, birer elektron kazanarak basamak basamak rediikte’
oldugunda ROM’nin ag¢iga g¢ikmasina neden olur. Bir elektron
aldiginda siliperoksit anyon (0O,”) meydana gelir. 0,7 'la
birlikte g&riilen hilicre toksisitesi 0,7 'un kendisinden gok,
daha reaktif metabolitlerin olusmasinda prekiirsér olarak rol
oynamasina dayanmaktadir. Gercekten O, ‘'un 2 degerlikli
rediiksiyonu, bir baska deyisle dismutasyonu hidrojen
peroksit (H,05) radikali olusumuna yol agar. 0,7 'un
dismutasyonu sivi ortamda spontan olarak meydana gelir ve
bdylece in vivo olarak 0,” olusumuna her zaman H,0, olusumu
egslik eder. Molekiiler O,’den gikan 3. radikal tiiri ise
hidroksil radikalidir (.OH). Haber-Weiss reaksiyonu diye
bilinen, 0, ile H,0,’'nin etkilesimi sonucu meydana gelir.
En giicli oksidan ajan, yani ROM‘nin en zararlisidir [9, 18,
86]. Sematik olarak basamaklar g&yledir.

02___1;9__’02- le + 2H > Hzoz le + H > .OH le + H )Hzo



ROM’'nin meydana gelmesi niikleik asitler, membran lipidleri,
enzimler ve reseptdrler de dahil olmak {izere tiim doku
biomolekiillerinin hasarina yol agar [18, 86]. Ozellikle .OH
hiicre membraninda 1lipid peroksidasyonu sonucu hiicrenin
lizisine neden olur. Membran ve hiicre proteinlerine de
etkiyle zarar verir [9, 18, 28, 30, 54, 74, 86].

Bu metabolitlere karsi  viicutta antioksidan savunma
sistemleri ve Dbilesikleri mevcuttur [9]. Sistem ve
bilegiklerle etkileri tablo 1’de gdriilmektedir.

Tablo 1l: Viicuttaki antioksidan savunma mekanizmalarai.

Sistem ve Bilesgikler Fonksiyon
Sitokrom oksidaz sistemi 0,’in tetravalan rediiksiyonu
Siiperoksit dismutaz (SOD) 0,’in dismutasyonu
Katalaz ve Glutatyon Hy0,'in giderilmesi
peroksidaz
Transferrin, Askorbik asit, Hidrofilik alanlardan ROM’nin
Sistein, Seruloplazmin giderilmesi
Vitamin E, Yag asitleri Hidrofobik alanlardan ROM'nin

giderilmesi

Bunlarin bazilarini da igeren ve disaridan kullanilabilen
bilegsikler de vardir. Bu bilegiklere serbest radikal
¢opglileri (scavenger) adi verilmigtir. ROM’ni g¢ekip alan
bilegiklerdir ki mekanizmalari kullanilan maddeye gdre
degigiklik gdsterir (Tablo 2) .Bu maddelerin g¢odu, ister SOD
gibi ROM'nin ortamdan uzaklagmasini sadlayan reaksiyonlari
hizlandirsin, ister allopurinol gibi bu maddeleri agiga
Gikaran reaksiyonlari inhibe etsin enzimatik bir mekanizma
ile etkili olurlar. Nonenzimatik scavenger’lar ise ROM ara
firlinlerini nétralize ederler [9].

Bu ajanlarin kullanilmasi ile hasarin azalmas) veya ortadan
kalkmasi da iskemi-reperfiizyon hasarinda ROM’nin ne denli
onemli bir rol oynadiginin acik bir kanitidar.
Scavenger’larin etkileri detayli bir sekilde Dbirgok
aragtiraici tarafindan c¢alisilmistar [1, 5, 9, 18, 29, 30,
37, 39, 53, 55, 63, 74, 76, 86, 87].



Tablo 2: ROM Scavenger’larai.

Enzimatik: -Siiperoksit dismutaz
-Katalaz
-Allopurinol
Nonenzimatik: -Dimetil sulfoksit (DMSO)
‘ -Tiolire
-Deferoksamin
-Mannitol
-Nitroblue tetrazolium
Hidrofilik: -Askorbik asit
~Glutatyon perocksidaz
~Alfa metiyonin
Hidrofobik: - ~-Vitamin E
-Barbitiirat

Tedavide kullanilmalari diigiinlilecek oldujunda su hususlarain
géz oniinde bulundurulmasi gerekir;

-0, metabolitleri ileri derecede reaktiftir ve ortamda kisa
slireyle bulunurlar,

~Bloke edici ajanlar etkiledikleri tiirlere ve etki
mekanizmalarina gdre dedisiklik gdsterir,

~ROM intraseliiler ve/veya ekstraseliiler olarak ortaya
Gikabilirler [9].

Kullanilan ajanin istenilen etkiyi yaratmamasi serbest
radikal mekanizmasinin c¢alismadigini gdstermez. Bagari elde
edebilmek icin scavenger’in zararli tiirlere kargsi aktif ve
lokal g¢evreyle uyumlu olmasi gerekir. Dahasi, radikalin
lokalize oldudu yere génderilebilmelidir [9].

Reaktif oksijen metabolitlerinin kaynadai:

Bugiline dek yapilan calismalarda ROM‘nin major kaynadi olarak
ksantin oksidaz (XO) enzimi g&sterilmistir [1, 9, 18, 20,
22, 28-30, 33, 48, 54, 56, 58, 60, 74, 76, 84, 86].

X0 normalde, noniskemik ve saglikli hiicrede ksantin
dehidrogenaz (XD) sgeklinde bulunur. Enzimin bu formu purin
oksidasyonu sirasinda elektron transferi igin O, yerine Napt
kullanir ve bdylelikle 0, veya Hy0, agiga c¢ikarmaz [86].
Oysa XO, hipoksantin veya ksantin oksidasyonu sirasinda 05~



ve Hy0, olusmasina yol agar (18, 30, 54, 86]. Mekanizmasi da
gsbyledir: Iskemik donemde ATP hipoksantin’e katabolize olur
ki bu da dokularda birikir. Diigiik enerji metabolizmasi
sonucu Ca*t hiicre igine kayar. Intraseliiler Ca'* daha sonra
bir proteaz araciligiyla XD’1 XO'a ddniistiiriir. Reperfiizyonda
ortama molekiiler O, gelince hipoksantin ve XO’la reaksiyona
girerek 0,7, Hy)O0o ve .OH radikallerini {iretir (Sekil 1).
Bunlar da hiicre membraninda lipid peroksidasyonu, hyaliironik
asit ve kollagen yikimiyla doku hasari yaparlar [30].

Sekil 1: Postiskemik dokularda ROM jenerasyonu.

ATP XANTHINE
DEHYDROGENASE
ADP \
| 4g |48)\
W g 1|
X -,
xZz @
ADENOSINE as o9
mope ,N.L%L’\_'oxmm XANTHINE
HYPOXANTHINE XANTHINE OXIDASE OXIDASE

/_ iX-OXANTHINE ————— URIC ACID
O:

Ozellikle belirtilmesi gereken husus sudur: XD’in XO’a
doniigstim hizi dokulara gdre farklilik gdsterirse de bu,
iskemi siiresiyle dogru orantilidir [30, 86].



Postiskemik dokularda ROM’nin birbagka Onemli kaynagi da
polimorf niiveli l®&kositler (n&trofiller) dir [18, 19, 28,
30' 42-44' 52, 54, 57, 74' 78' 83’ 86]0

Notrofiller 0,7 'u farkli bir enzim yoluyla aciga cikarirlar.
Bu enzim NADPH oksidazdir. N&trofillerin hilicre membraninda
lokalize bir enzimdir. Normalde antibakteriyel etki igin
gerekli olan viicudun savunma mekanizmalarindan biridir. Buna
ragmen anormal ve uygun olmayan n&trofil aktivasyonu ve bu
inflamatuar enzimlerin salgilanmasi organizmanin kendisine
zarar vermekte, iskemi-reperfiizyon hasarinda etiyolojik rol
oynamaktadir [18, 19, 43, 44, 74, 86].

Aktive ndtrofiller ayni zamanda myeloperoksidaz (MPO) enzimi
de salgilarlar ki bu enzim de H,0, ve kloriirden hipoklorik
asit olusturan reaksiyonu katalize eder. Bu reaksiyondaki
H,05, NADPH oksidaz yoluyla acija c¢ikmis O,"‘un spontan
dismutasyonuyla meydana gelmektedir. Hipoklorik asit,
H,0,’'den 100 kat fazla reaktif ve oksidan bir ajandir [18,
19, 74, 86]. Bunlardan bagka elastaz, kollajenaz, proteaz,
trombosit aktive edici faktdr (PAF), l8kotrienler gibi
parankimal hilicrelerde ve mikrovaskiilatiirde hasar, kapiller
bazal membran yikimi yapan maddeler de aktive olan
ndétrofillerden salgilanir. Bu maddeler sonugta mikrovaskiiler
permeabiliteyi ve vaskiiler direnci artirarlar [18, 74, 86].

Iskemi-reperfiizyon hasarinda kas dokusunda n&trofillerin
artisi MPO aktivitesindeki artisla ortaya konmustur [18].
Notrofillerin bu artigi ise katalaz, dimetiltiolire ve
deferoksamin gibi serbest radikal scavenger’lari ile
onlenmektedir. Bu verilerle de XO’dan gelisen ROM’nin ayni
zamanda ndtrofil aktivasyonunda direkt rol oynadigi One
slirilmigtiir [18, 86]. Oysa bu etkilesim dolayli yolla
olmaktadir. XO’dan gikan oksidanlar proinflamatuar ajanlarin



{iretimini ve salgilanmasini saglar. Bu ajanlar da
nétrofilleri uyarairlar.

Buraya kadar olan gdzlemlerden sonra su Onemli sorunun
cevaplanmas1i gerekir. No&trofil birikimi ve aktivasyonu
iskemi-reperfiizyon hasarinin bir sebebimidir yoksa sonucumu?
Bu soruya cevap ararken 2 degisik yaklasimda bulunulmusgtur.
Birincisi antindtrofil serumlarla n&étrofilleri azaltmak,
digeri ise 1lbkositlerdeki yapisma molekiillerine yo&nelik
monoklonal antikorlarla ndtrofil yapismasini engellemektir
[86].

Antindtrofil serumla ndétrofiller ortamdan giderildiginde
reperfiizyon sonrasi gdriilen mikrovaskiiler permeabilite
artigi tamamen Onlenmigtir. Bu da gdstermektedir ki,
reperfiizyona bagli mikrovaskiiler permeabilite artisindan
sorumlu etken ndtrofillerdir. Bir baska deyisle, nétrofiller
iskemi-reperfiizyon hasarinda bir sonu¢ dedil bu hasarin
nedenlerinden biridir [18, 19, 28, 86].

Noétrofillerin mikrovaskiiler @~ yapilarin endoteline
yapismasindan sorumlu madde, membranlarinda bulunan bir
glikoproteindir. Monoklonal antikorlar ise bu maddenin
fonksiyonel kismina ydnelip bloke ederek endotele yapismayi
engellerler. Bu antikorlar, reperfiizyona badli permeabilite
artisinin onlenmesinde antindtrofil serum kadar
etkilidirler. Bundan ¢ikan sonu¢ ise sudur: Notrofillerin
mikrovaskiiler endotele yapismasi reperfiizyon hasari icin
garttir [18, 86].

Nétrofillere bagli iskemi-reperfiizyon hasarinin Snlenmesinde
X0 inhibitérlerinin etkili oldugundan daha ©nce sz
edilmigti. Endotel veya parankim hiicrelerinden ortaya ¢ikan
ROM’nin 1l8kosit yapismasi ve aktivasyonuna direkt etkisi
olmasa da, endotelial hiicre membranlarindaki fosfolipaz
Ay'yi aktive ederek lékotrien B, (LTBy) ve PAF gibi glicli
kemotaktik ajanlar agifa c¢ikmasina yol agarlar [86].
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Sadece endotel veya parankim hiicrelerinden ortaya ¢ikan ROM
degil, ndtrofillerden geligen oksidanlar da postkapiller
veniillerde 18kosit yapismasina neden olurlar. Ozellikle H,0,
ile goriilen bu duruma PAF’iin neden oldudu sdylenmektedir
[86]. Bunun yanisira insanlarda Yyapilan serbest doku
transferleri sirasinda PAF birikiminin n&trofillerden 0,7
liretimini artirdigi gdsterilmigtir [57].

Yapilan tiim arastirmalar reperfiizyona bagli mikrovaskiiler
hasarda nétrofillerin aktif rolii oldujunu ortaya koymaktadir
fis8, 19, 42-44, 52, 54, 57, 74, 78, 83, 86]. Ancak,
ndtrofillerin interstisyel alana nasil bir mekanizma ile
¢1ktigr agikliga kavusmamigtir. Yapilan calismalar, bunda
elastaz’in &Snemli bir rol oynadigir ve bu enzimin bazal
membrani erittigi diisliniilmektedir [86].

Ozetle; iskemi-reperfiizyon sonrasi dokularda anlamli bir
mikrovaskiiler ve parankimal hiicre hasari olusmaktadir.
Reperfiizyon hasari hem ROM’nin ortaya ¢ikmasi, hem de
polimorfoniikleer 18kosit aktivasyonuyla gelismektedir. XO
lizerinden ortaya c¢ikan oksidanlar proinflamatuar ajanlarin
tiretimi ve salgilanmasini baslatmakta, bu ajanlar da ldkosit
yapismasi ve infiltrasyonuna yol acmaktadir. Endotele
yapisan ldkositler de elastaz salgilari ve/veya fizik giig
ile endotel ©bariyerini yikarak mikrovaskiiler hasari
olusturmaktadirlar.

Glinlimizde, teknolojinin de gelismesine paralel olarak
serbest doku ve organ transferlerinde oldukga biiyiik
ilerlemeler kaydedilmigtir. Ozellikle plastik cerrahide
"free-flep" uyqulamalarinda basari orani %95’e ulagmistar.
Buna ragdmen en iyi kosgullarda dahi %5 oraninda basarisizlik
sdzkonusudur [64]. lste mikrovaskiiler aragtirmalarin hedefi
bu bagarisizligin nedenini bulmaktir [66].

Koagililasyon mekanizmasinin degdigik boliimlerine etki eden
bircok antitrombotik madde topikal irrigasyon [3,23,24,47,
62, 72] ve perfiizyon [21, 31, 34, 35, 36, 41, 49, 69]
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soliisyonu sgeklinde kargilastirmali olarak kullanilmigtir.
Bugiin organ transplantasyonlarinda kullanilan "University of
Wisconsin" soliisyonu [16, 17, 25], deneysel olarak ta c¢ok
degisik modellerde iizerinde dnemle durulmakta olan [6, 38,
61, 80, 82] bir soliisyondur.

Travmatik nedenlerin de detayli sekilde histolojik ve
elektron mikroskobik diizeyde incelenmesi hep %5 diye

yukarida bahsedilen basarisizliga yonelik calismalardir [15,
45, 65].
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MATERYEL ve METOT

Bu calismada, agirliklari 150-250 gr. arasi degisen 28 adet
Sprague-Dawley cinsi sican kullanildi.

MODEL:

Calisma modeli olarak ilk kez Baez’in [14] tanimladigi, daha
sonra Acland’in [7] ada flebi olarak gelistirdigi kremaster
kasi secildi.

Anatomi: Bu kas skrotum icinde testisleri ayri ayri cevreler
durumdadir. Arter ve venini pudik-epigastrik trunkustan
alir. Genito-femoral sinir motor innervasyonunu yapar.
Pudik-epigastrik trunkus eksternal iliak-femoral bileskeden
ayrilarak inguinal ligamana paralel bir sekilde abdominal
kaslar iginde seyreder. Perineal sahada bircok dal verir.
Bunlardan ve terminal dallarindan biri olan eksternal
spermatik arter ve ven, kremasterin 1A ve 1V damarlarini
olusturur. Kremaster igindeki arter ve venlerin
siniflandirilmasy da 4 sira halinde (1A-4A, 1v-4V)
yapilmistir [14] (Resim 1, Sekil 2).

Resim 1: Kremaster damarlarinin mikroskop altindaki goriiniimi




Sekil 2: Prepare edilmis kremasterin gematize gdriinlimi.

Aorta

lliak damarlar
Femoral damarlar

Disseksiyon: Anestezi 100 mg/kg thiopental sodium’un

Pudik-epigastrik trunkus

v

Eksternal spermatik damarlar (1A,1V)

intraperitoneal enjeksiyonu ile saglandi. Sol karotid arter,
Statham P23 ID transdiiseri ile ortalama kan basainci
monitorizasyonu igin kateterize edildi. Trakeotomi yapilip
tiip yerlestirildi. Sigan disseksiyon sirasinda termostatli
bir 1sitma blanketinin iizerine konarak viicut 1sisi 35-37°C
arasinda sabit tutuldu.

Saj spina iliaka anterior superiordan skrotum ucuna dek
giden ve inguinal ligamanla abdominal duvarin en derin
kenarini ekspoze eden insizyon yapildi. Zeiss OpMi 6
operasyon mikroskobu ile ©6nce femoral arter ve ven prepare
edildi. fliak-femoral bileskenin 2 cm. superiorundan
inguinal ligaman ve altindaki kas tabakasi koter ile yukari
dogru kesilerek karin igine girildi. Intraabdominal organlar
ve yad dokusu, iliak damarlar iizerinden aorta ekspoze olana
dek disseksiyonla mediale itildi. Bu seviyeden baslanip
asaglr dogru, obturator ve genito-femoral sinirler korunmak
kaydiyle iliak arter ve venin yan dallari 8:0 nylon ile
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baglanip kesilerek prepare edildi. Bu asamadan sonra ¢ok
hassas disseksiyonla kremaster skrotumdan ayrildi ve ucuna
5:0 ipekle siitiir gegilip askiya alindi. Testis ve epididim
ile yag dokusu, kremaster ters ¢evrilip koterle ayrildi,
baglandi ve eksize edildi. Aski ipegi cekilip kas tekrar
normal yiiziine cevrildi. Abdominal duvar pudik-epigastrik
trunkusun 2 mm. i{izerinden koterle kesildi. Trunkusun
kreﬁastere giden dali korunarak tiim yan ve ug dallari 8:0
nylonla baglanip kesildi. Son olarak derin sirkumfleks iliak
damarlar ve yan dallari tek tek 8:0 nylonla baglanip
kesilerek kremaster kas-ada flebi hazirlanmis oldu. Femoral
arter PE-100, ven PE-50 polietilen tiip ile kaniile edildi.
Kesecik geklindeki kas, en az damarli on ylizden ana arter ve
veni ortada birakacak sekilde koter ile kesildi ve agildi.
Cevresine gerdirmek ve fikse etmek igin esit araliklarda 5-7
adet 5:0 ipek siitiir kondu. Kurumayi &nlemek igin tiim islem
boyunca sahaya ve kasa Krebs-Henseleit doku soliisyonu
damlatildi.

Kremaster 6zel hazirlanmis plexiglas bir pedestal iizerine
konup gerildi ve {iizerine ince naylon (wrap paper) Ortiildii.
Pedestal iginde 1sitilmis su devirdaimi ile kas 1sisi viicut
1sisinda tutuldu (Resim:2,Sekil:3).
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MIKROSIRKULASYON PARAMETRELERI ve OLCUMLERI:

Hazirlanmis model bu kez Zeiss gdzlem mikroskobuna
(Thornwood, NY) aktarildi ve kas 50 W. 1s1i emici filtreli
halojen lamba ile transillumine edildi. Mikrosirkiilatuar
gézlemler &ncesi, disseksiyondan etkilenen mikrovaskiiler
tonusun stabilizasyonu igin 30 dakika beklendi. Bu zaman
zarfinda oOlciimlerin yapilacagi arter, venil ve kapiller
alanlar secgilip haritasi ¢izildi. 3 arter (1a-3a), 4
postkapiller veniil ve 4 kapiller alan segildi.

Segilen arter ve veniiller kapali devre televizyon
mikroskobisi altinda incelendi. Panasonic WV-5470 video
monitdriinde UDx20 objektifle 640 kez, UDx40 objektifle ise
1298 kez biiyliltiilerek gézlendi. Caplari Vista 308 goriinti
ayristiricisi ile olgiildii (Resim:3,Sekil:4). Bilylikk capla
arterler igin diisiik, kiiclik gapli olanlar icin ise yiiksek
biiytitme kullanildi.

Resim 3: Gozlemde kullanilan diizenek.
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Sekil 4: G&riintiiniin monitére aktarilip Slgiimlerin yapildigi
diizenin semasi.

VIDEO GORUNTU
AYRISTIRICISI

TV KAMERASI VIDEO VIDEO MONITORU

L4 CAP
BASING
TRANSDUSERI
BASINC
T
HALOJEN LAMBA
Veniillerdeki n&trofil aktivasyonu (lékosit  yapismasi)

kantitatif olarak degerlendirildi.
Kapiller dansite Olgiimleri yapildi.

Arterlerde ortalama eritrosit hizlari "dual-slit" teknigi
kullanilarak bulundu. Akim ile ayni ve karsi ydnde olan
eritrositlerden kalkip dual-fiberoptik fotometre sisteminden
gecen sinyallerin aralarindaki =zaman farki, Princeton
Applied Research 100A sinyal korelatdrii ile analize edildi.
Arteriel kan akimi (mic.l/sn.), ortalama hiz ve damar kesit
ylizeyi alanindan hesaplandi [81].

Akim = Hiz,. 4 X 7T
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Tiim parametreler sekil 5'te sematize edilmigtir.

Sekil 5: Mikrosirkiilatuar gdzlem parametreleri.

Monitor
| CAP
Gorintu
Ayristirici
ERITROSIT
HIZI

NOTROFIL AK TiViTESI
1 (Ldkoslt yapismasi)

7
o KAPILLER DANSITE

GRUPLAR:
Sicanlar 2'si kontrol olmak iizere 4 gruba ayrildi.

1.Grup: 6 sicanda iskemi uygulanmaksizin l’er saat arayla 4
kez &lgiim yapildi. Bu gruptaki siganlarin 3‘ilinde femoral

kateterizasyon yapilmadi.

2.Grup: 6 siganda 1 kez O&lgiimler yapildiktan sonra iliak
pedikiil klempe edilip 2 saatlik iskemi uygulandi.
Reperfilizyon sonrasi l'er saat ara ile 3 kez Olgiim yapildi.
Bu grupta da 3 sicanda femoral kateterizasyon uygulanmadi.

3.Grup: 6 sicanda ilk &lgilimlerden sonra iskemi uygulamasi
igin iliak pedikiile klemp kondu. 25 mmHg basing altinda
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femoral arterden Laktatli Ringer soliisyonu, femoral venden
gseffaf akim gelene dek verilmek kaydiyla kas vaskiilatiiri
igerdigi kandan temizlendi. 2 saat sonra reperfiizyon yapilip

3 kez Olcgiimler alindi.

4.Grup: 4 sicanda 3. gruptan farkli olarak, kas University
of Wisconsin soliisyonu ile yikandai.
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BULGULAR
GRUP 1

Postkapiller veniil c¢aplari dlclimlerinde anlamli  bir
degdisiklik saptanmadi.

Ldkositlerin veniil duvarlarinda yuvarlanma orani yOoniinden
sadece ilk &lciimlerde femoral kateter uygulanan altgrupta
oldukga anlamli bir artis gdzlenirken (p<0,01) diger
dlgliimlerde fark bulunmadi.

Ldkositlerin veniil duvarlarina yapisip hareketsiz kalmasi
orani ise 2. ve 3. odlciimlerde kateterli altgrupta anlamli
bir artis (p<0,05 ve p<0,005) gdsterdi.

Kapiller dansite, arter caplarinda (1A, 2A, 3A) ve akimda
bir degisiklik olmadi (Tablo:3-4).

GRUP 2

Veniil caplarinda femoral kateter uygulanan grupta sadece 4.
Slclimlerde anlamli bir azalma mevcuttu (p<0.005).

Lokosit yuvarlanmasi reperfiizyon sonrasi tim 6lcilimlerde
artti (p<0.01-p<0.005).

Yapisma orani ise her iki altgrupta artarken (p<0.05-
p<0.0005), kateterli grupta digerine gdre anlamli bir fark
gozlendi (p<0.05).

Kapiller dansitede her iki altgrupta reperfiizyon sonrasi
belirgin diisiis oldu (Katetersiz: p<0.005-0.0005; kateterli:
p<0.0005-0.00005). Kateterli altgrupta reperfiizyon sonrasi
1. ve 2. dlciimlerde kapiller dansitedeki diisiis katetersiz
altgruba oranla daha fazla iken 3. saatte fark ortadan
kalktai.

Arter caplarinda sadece katetersiz 1A’da, reperfiizyon
sonrasi Olciimde anlamli bir daralma (p<0.005) olup 2A ve 3A
arterlerinde degisme goriilmedi.
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Akim yine katetersiz 1A‘da ve reperfiizyon sonrasi Slgiimde
azalmis bulundu (p<0.05). Dijer arterlerde anlamli bir fark
olmadi (Tablo:5-6)

GRUP 3

Veniil caplarinda reperfiizyon sonrasi preiskemik 6lgiimlere
gdére oldukca anlamli bir daralma oldu (p<0.00005-p<0.05) .

Lékosit yuvarlanmasi reperfiizyondan sonra oldukca anlamli
bir sekilde artti (p<0.000005-0.05). Yapisma orani ise
degismedi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda yuvarlanma
ve yapisma oraninda fark goriilmedi.

Kapiller dansitede preiskemik déneme gore biiylik diisiis ortaya
cikti. Postiskemik 1. &lciimlerde %83 (p=0), 2. Olglimlerde
%65 (p<5x10'13), son dlglimlerde ise %73 (p<5x10—13)’e varan
bir azalma oldu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
postiskemik ilk degerler anlamli derecede diisiikti (p<0.05).

1A arter caplarinda reperfiizyon sonrasi ilk &lgiimlerde %26
(p<0.05), 2. &6lciimlerde %30 (p<0.005), 3. OJlgiimler de ise
$33 (p<0.005) daralma saptandi. 2A ve 3A arterlerde ise
sadece postiskemik ilk &lgiimlerde anlamli (p<0.05) bir
daralma oldu. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda her 3
sinif arterde postiskemik anlamli bir fark goriilmedi.

Reperfiizyondan sonra akim 1A’da Olciimler sirasiyla %92
(p<0.00005), %81 (p<0.0005), %69 (p<0.005); 2A’'da %95
(p<0.005), %88 (p<0.005), %82 (p<0.005) oraninda azalmig
bulunurken 3A’ da anlamli bir fark olmadi. Akim, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda sadece 2A’da postiskemik 1. ve
2. ©&lclimlerde anlamli bir sekilde diisiikti (p<0.005)
(Tablo:7-8).

GRUP 4

Bu gruptaki 4 hayvandan 3‘ilinde "no-reflow" fenomeni olustu.
Sadece 1 denekte postiskemik ilk dederler alinabildi. Bu
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kasta da dolasim durdu ve sonraki degerler alinamadi
(Tablo:9-10).
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TARTISMA

intravital mikroskobi ile canli dokudaki mikrosirkijlésyonun
incelenmesi yeni bir olay degildir. Ancak teknolojik gelisme
sonucu son yillarda bu konuda cok biiylik asama yapilmistair.
Bilgisayarlar tim dederlendirmeleri iizerine alarak
arastirmacinin yiikiinii hafifletmis, bdylelikle sadece yeni,
daha uygun modellerin bulunup gelistirilmesine zaman
ayrilabilmigtir. Oldukga dedisik modeller tanimlayan
literatiirler mevcuttur [27, 32]. En son olarak, kobayda
muskiilokutan bir flebin intravital mikroskobide incelenisi
Hochberg ve ark. tarafindan sunulmustu [36].

Kremaster kasi ise bu amagla 20 yili askin bir siiredir
kullanilmaktadir. Ilk kez Baez tarafindan tanimlanan [14]
modelin anatomisini Meininger ve ark. [50], norovaskiiler
geligimini ise Wang ve Prewitt [81] detayli bir sekilde
calismistir. Daha sonra Acland ve Anderson izole kas ada
flebi haline getirmig [7] ve bircok arastirmada kendisi ve
yaninda yetisen arastiricilar model olarak kullanmistir [2,
4, 12, 134707 .

Bu callsinanln modelini bir baska c¢aligmayla karsilastirmak
glictiir, cilinkii ilk kez pedikiil indirekt yoldan kateterize
edilip kasa yapay perfiizyon uygulandi. Literatiirde free flep
simiilasyonu yapilan benzer c¢alismalar mevcuttur, ancak
bunlar deri ve kas dokusunu incelemeye ydnelik olmalarina
karsin intravital mikroskobiye uygun olmayan calismalardir
[68, 73, 80]. Bu nedenle calismanin ilk 2 grubu sadece
kontrol grubu olmayip, ayni =zamanda iskemi-reperfiizyon
hasarini gdstermeye ve femoral kateterizasyonun etkisi olup
olmadigini anlamaya ydnelikti.

Bugiine dek yapilan calismalarda iskemi-reperfiizyon hasarinin
en zararli etkisinin reperfiizyondan hemen sonra goriildiigi
vurgulanmigtir. [9, 18, 20, 28, 29, 30, 33, 40, 54, 60, 68,
74, 176, 86, 87]. Calismanin ilk 2 grubunda elde olunan
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veriler bu goriigii destekledi. Reperfiizyon sonrasi dodnemde
tim parametreler k&tii ydnde etkilenmesine karsin en garpici
ve fazla sapma ilk &lgiimlerde alindi.

Reperfiizyon hasarindan en ¢ok kapiller dansite ve
l8kositlerin etkilendigi g&ériildii. Kapillerlerin etkilenmesi
Acland’in benzer modeldeki bir emboli galismasinda [2] elde
ettigi bulgularla uyumludur.

Arter caplari ve akim dederleri karsilastirildiginda sadece
1A arterlerinde daralma ve akim azalmasi goriiliirken, 2A ve
3A’larda degisiklik olmadigi yani reperfiizyondan
etkilenmedigi saptandi. Bu bulgular Siemionow’un
bulgulariyla uyumlu olmakla beraber, Siemionow sadece
1A’larda gap ve akim Olgiimleri yapmigtir [70, 71]. Bu
nedenle 2A ve 3A arterlerinin iskemi reperfiizyon hasarindan
etkilenmedigini sbylerken, literatiirde karsilastirma
yapabilecegimiz bir galisma heniiz yoktur.

Femoral arter ve vene kateter uygqulamasinin, veniil
caplarinda reperfiizyon sonrasi geg dodnemde ve 1lokosit
yapismasi ile kapiller dansite diigiigsiinde olumsuz etkisi
oldugu sdylenebilir. Ancak reperfiizyon sonrasi 1A’daki diisiis
katetersiz grupta daha anlamli bulundu. Ustelik katetersiz
grupta da lokosit yapismasi anlamli idi. Denek sayisinin az
olmasi nedeniyle bazi bulgularin rastlanti oldudu ydniinde
bir elestiri olabilir ancak rastlanti olabilecek bulgular
degerlendirme disi birakilmistair. Burada tekrarlanan
sonuclardan bahsedilmektedir. Ayrica mikrovaskiilatiirdeki
damarlarin c¢ap degisiklikleri istatistiksel olarak anlam
tasimasa bile klinik olarak biiyiik 6nem tasir. Dahasi b&ylesi
mikrovaskiiler bir c¢alismada disseksiyon travmasinin etkisi
olmamasi diisiiniilemez. Femoral arter ve ven kateterize
edilmek igin disseksiyon daha da genigletilmigtir. Nitekim,
higbir iskemi veya lokal perfiizyon soliisyonu uygulanmamis 1.
gruptaki hayvanlardaki ilk &lcgiimlerde, teorik olarak higbir
lokosit yuvarlanmasi gdriilmemesi gerekirken tek tiik hiicrede

bu clay g&zlenmigtir. Kateterizasyonun etkisi varsa bile bu
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etki ¢ok anlamli dedildir ve kontrol grubunun da
kateterizasyonuyla wuniformite sagdlanacaktir. Bu nedenle
calismanin kontrol grubu olarak kateterli grup
degerlendirildi.

Calismada denenen lokai perfiizyon soliisyonlarinin ikisi de
tiim parametreler yoniinden =zararli bulundu. Ozellikle
yillardar soguk organ prezervasyonunda basariyla
kullanilagelen "University of Wisconsin" soliisyonu
kullanilan 4. grupta, genel olarak dolagimin geri dénmemesi
ilgingtir. Bu bulgu Turk ve ark.nin galismasina oldukga ters
diismektedir. Turk ve ark. inferior epigastrik pedikiillii deri
ada flebi modelinde femoral pedikiilden lokal perfiizyonu
saglamigtir. Laktatlai Ringer ve uw soliisyonlarini
kontrollerle karsilastirmis ve UW soliisyonunun derideki
kritik iskemi zamanini 30 saate (normalin 3 kati), Laktatli
Ringer’in ise 18 saate (normalin 1.5 kati) gikardigini
gbéstermistir [80]. Bu c¢alismanin bulgulariyla taban tabana
z1t bulgulardir, c¢iinkii sadece UW dedil Laktatli Ringer
soliisyonu da reperfiizyon hasarini alevlendirdi.

Bulgularin 1isidinda UW soliisyonunun sicak iskemide zararli
oldugu sonucuna varildi ki bu da Turk’iin ¢alismasina ters
diismektedir, ¢iinkii onlar da soliisyonu sicak iskemide
kullanmigtir [80].

Sistemik kan basincinda deneyler siiresince degisme
olmadigindan bu dederlerle bir analize gerek duyulmadi. Oysa
Delano ve ark. sistemik kan basincinin mikrosirkiilasyona
etkilerini etraflica calismistir [26].

Modelin iizerinde tartismakta fayda vardir. Tartismanin
basinda da sbylendigi gibi cok cegitli modeller
tanimlanmistir. Orn; Taleinsik ve ark. ilk kez yad dokusunda

iskemi-reperfiizyon hasarini incelemistir.

Model, yapilacak olan calismanin amaglarina uygun olmalidar.
Her modelin kendine gdre avantaji ve dezavantaji vardar.

30



izole kremaster kas ada flebinin sagladigi faydalar sdyle

6zetlenebilir:

Klinik olarak free flep olgularinin simiilasyonunu miimkiin
kilda.

Flep pedikiiliinin indirekt kateterizasyonu ile kas ilk kez
retrograd olarak perfiize ve drene edildi.

Degdisik perfiizyon soliisyonlarinin iskemi-reperfiizyon
hasarina etkileri calisildi.

Reperfiizyon hasarinin {izerine verilen bilgiler ve bu
fenomenin fizyopatolojisi direkt olarak gézle goriildi,
izlendi.

Modelin dezavantajlari ise sunlardir:

Yapan kisi iyi bir mikrocerrahi egitimi ve teknigine sahip
olmalidir. Disseksiyon en iyi sartlarda 3 saat siirmektedir.
Aortadan pudik-epigastrik trunkusa dek irili ufakli yaklasik
10-15 dal tek tek disseke edilip baglanarak kesilmektedir.
Her ne kadar Acland bu islemleri bipolar koterle yapiyorsa
da [4], calismada koterle bagari saglanamadi. En ufak bir
yan dalin kanamasi mikrosirkiilasyonu k&tii yénde etkiledi.

2 saatlik iskemi siiresi reperfiizyon hasarinin olusmasi ve
gosterilmesi igin yeterli bulundu, ancak daha uzun siireli
iskemide reperfiizyon sonrasi gelisen &dem kasin 1sik
gegirgenligini azaltmis ve veri toplamak giliclesmistir. Bu
bulgu da Siemionow’un bulgulariyla ters diismektedir, giinki
bir galismasinda denervasyon sonrasi uzun siireli takip igin
kasi katlayip femoral bdlge posuna gémmiistiir [70]. Ancak bu
calismasinda sadece 1A arterlerini ve kapiller dansiteyi
degerlendirmis, veniil ve 2A, 3A arterlerini izlememisgtir.
Ayni arastirici bir diger calismasinda kasa 10 saat iskemi
uygulamis ancak yine sadece 1A ve kapiller dansiteyi
degerlendirmistir [71]. Oysa calismada gdriilen uzun siireli
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iskemide gelisen odem kapiller dansiteyi bile

dederlendirmeyi engelliyecek vasiftaydi.

Birbaska konu kasin femoral arterden retrograd perfiizyonunun
25-50 mmHg basing altinda yapilmasi sartidir. Bu pek zor
olmamakla beraber bir transdiiser yardimiyla monitdrize
edilmeden elle kontrolii de miimkiin degdildir. Yapilan
6ngcalismada birkag kez elle verilmesi denendi ve en diisiik
basincin 100 mmHg oldugu gdriildii. Hepsinde de akimin geri
dénmeyisi fazla basing nedeniyle endotel hasarini akla
getirdi. Bu da Acland’in diisiincelerine uymayan bir durumdu.
Kendisi basincin pek o denli etkilemiyecedini, hatta su
siralarda ayni modelle yapmaya basladidi galismada perfiizyon
soliisyonu olarak otolog kan kullandigini ve bunu da 600 mmHg
basingla verdidini agikladi. Tek sorununun da 600 mmHg
basinci sajlayabilmekteki giigliik oldugunu vurguladi [4].

Sonug olarak; modifiye edilerek ilk kez perfiize edilen izole
kremaster kas ada flebinin, mikrocerrahi girigimlerin
mikrosirkiilatuar sonuclarini c¢alismak igin esgsiz bir model
oldugu kanisina varildi. Iskelet kasindaki iskemi-
reperfiizyon hasarinin ve dedisik perfiizyon soliisyonlari ile
ilag¢ etkilerinin, mikrosirkiilasyon diizeyinde ortaya konmasi
igin intravital mikroskobiye uygun bugiin igin tek model
oldugu diisiiniildi. Bu ¢alismadaki veriler daha ©Once
bahsedilen %5 basarisizligin nedenlerinden en azindan
birine 1sik tutup basariya dogru bir adim daha yaklasmamizi
saglayabilir.

Gelecege doniik planlar ise sunlardir:

Modelden pre ve postiskemik kan ve/veya doku &rnekleri
alarak biokimyasal diizeyde de reaktif oksijen
metabolitlerini ortaya koymak.

Histolojik ve elektron mikroskobik tekniklerle kapiller

endotelial biitiinliigi ve ultrastriiktiiri gézlemek.
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