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OZET

Giris ve Amag: Plastik cerrahi teknikleri arasinda sik kullanilan flep
uygulamalarinda, flep nekrozunu azaltmaya yonelik cesitli farmakolojik yontemler
denenmistir. VEGF’Un flep yasami Uzerine olumlu etkileri bilinmektedir.
Midazolamin ise VEGF duzeylerini arttirdigi gosterilmistir. Bu deneysel ¢alismanin
amaci anestezi pratiginde cok sik kullanim alani bulan midazolamin flep yasami

tzerine olasi etkilerini gostermektir.

Materyal ve metod: Agirhiklari 224-262 gram arasi olan 50 adet disi Wistar
Albino cinsi rat kullanildi. Ratlarla yapilan 6n galismalar sonrasinda, ratlar 10’arh 2
ayri gruba ayrildi. 1.grup kontrol grubu, 2.grup ise midazolam grubu olarak
belirlendi. Ratlarda 8x3 cm.lik McFarlane flep modeli kullanildi. Midazolami
tekrarlayan dozlarda (cerrahi islemden 6nceki 2 ve 10. saate, cerrahi islem sirasinda,
postoperatif 24. ve 48. saatlerde) uyguladik.

Midazolam intraperitoneal olarak ve 15mg/kg olacak sekilde verildi. Kontrol
grubunda ise midazolam yerine ayni sivi hacminde serum fizyolojik kullanildi.
Postoperatif 5. ginde tim ratlardan kaldirilan fleplerdeki yasam alanlari
milimetrekare olarak oOlculdi ve bu flepler alinarak 48 saat % 10’ luk formaldehit
soliisyonu icinde bekletildiler. Her flebin distal, kritik ve proksimal zonlarindan
alinan tam kat kesitlerden immunohistokimyasal preparatlar hazirlanarak yeni olusan

damar sayilari karsilastirildi.

Bulgular: Flep yasam alanlari kontrol grubunda ortalama 1071 + 89.49
mm2, midazolam grubunda ise 1080 + 93.80 mmz2 olarak hesaplandi. Heriki gruptaki
canli flep alanlari karsilastirildiginda p>0.05 olarak bulundu ve istatiksel olarak
anlamsiz kabul edildi. immunohistokimyasal olarak yapilan calismada ise fleplerin
distal zon, kritik zon ve proksimal zonlarindan alinan kesitlerdeki damar sayilari her
bir buyitme sahasinda sayilarak gruplar istatiksel olarak karsilastirildi. Her iki grupta

da yeni olusan damar sayilari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu.



Sonuglar: Sonug olarak, tekrarlayan midazolam uygulamasinin flep yasam
alanlarint  arttirmadigini, fleplerden yapilan kesitlerin  immunohistokimyasal
incelemelerinde ise yeni olusan damar sayilari agisindan kontrol grubu ile tedavi

grubu arasinda istatiksel olarak fark olmadigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Midazolam, blytme faktorleri, VEGF, anjiogenez, flep.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF MIDAZOLAM ON FLAP SURVIVAL
ON RAT MCFARLANE FLAP MODEL

Background and aim: Flap applications which are often used among plastic surgery
techniques, various pharmacolojic methods were tested to reduce the flap necrosis.
VEGEF is known that it has positive effects on flep survival. It was also shown that
midazolam increases VEGF levels. Our literature review showed that there are no
studies about effects of midazolam on flap survival. The aim of this experimental
study is to show the effect of midazolam which is often used in anestesia practice on

flap survival.

Materials and methods: 50 Wistar Albino rat weigting between 224-262 gr were
used. The rats were seperated into two groups after the pre-studies. Each groups have
10 rats. The first group was determined as the control group and the second group as
the midazolam group. 8x3 cm of Mc Farlane flap model was used on the rats. Based
on this work we used midazolam 2-10 hour preoperation, in operation and
postoperative 24-48 hour. Midazolam was applied at dosage of 15 mg/kg
intraperitonealy. In the control group however saline was used instead of midazolam.
Survival areas of flaps in all rats were calculated as square milimeter in postoperative
fifth day. These flaps were tooken and have been waited to in 10% of formaldehit for
48 hours. New formed vessels were compared using immunohistochemical samples

of distal, critical, proximal zones of all flaps.

Findings: The rate of flap life for each group was determined by calculating as
square milimeter. It was determined that the average life of the control group as 1071
+ 89.49 mm? and in the Midazolam group as 1080 + 93.80 mm?2. Compairing the flap
life in each group it was found that p>0.05 and was statistically seen as not
signifiant. In the immunohistochemical studies the number of vessels in the distal

zone, critical zone and proximal zone were counted in each microscopic area and the

VII



groups were compared. The number of vessels in each group were statistically not

signifiant.

Conclusion: In result it is shown that practicing midazolam dosen’t increase flap life
rates and that statistically there are no differences between the control group and the
treatment group in the immunohistochemical experiments of the cross sections of the

flaps.

Key words: Midazolam, VEGF, growth factors, angiogenesis, flap.
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GIRIS VE AMAC

Plastik cerrahide flep uygulamalari énemli bir yer tutmaktadir. Flep yasam
oranlarini arttirmak icin gesitli yontemler kullanilmis ve farkli teknikler
gelistirilmistir. Doku iskemisi nedeniyle flepte nekroz gelismesi doku transferi
sirasinda Karsilasilabilen bir problemdir. Flep kaybi, cerrahi rekonstriksiyonun
Onceden tahmin edilemeyen hasta morbidite ve mortalitesini artiran 6énemli bir
komplikasyonudur. Flep planlamasinda yapilan hatalar nedeniyle yetersiz kan
akimina bagh olarak ortaya ¢ikan iskemi, enfeksiyon ve serbest radikaller gibi bir
cok etken flep yasamini olumsuz yonde etkilemektedir (1).

Flep yasam oranlarini arttirmak icin oksitosin (2), endotelyal hicre biyime
faktort (ECGF) (3), anjiotensin Il (All) (4), basik fibroblast biylime faktori (b-FGF)
(5), eritropoietin (EPO) (6-9), salvianolik asit-B (Sal B) (10), trombosit kanakl
blyume faktoru B (PDGF-B) (11), L-arjinin (12), granulosit-makrofaj koloni-uyarici
faktor (GM-CSF) (13,14), transforme edici buyume faktorl beta (TGF-RB) (15) ve
vaskiller endotelyal blyime faktori (VEGF) (12,16-18) ile bircok calisma
yapiimistir. Bu calismalarda en etkili anjiogenik molekilin VEGF oldugu
gosterilmisse de plazma yari émri 3-5 dakika ile sinirl oldugu icin cerrahi
uygulamalarda yer bulamamistir (18).

Kumiko ve ark. (21) midazolam inflizyonunun rat plazma VEGF dizeylerini
uygulamadan 10 saat sonra arttirdigini ve bu artisin midazolam infizyonu devam

ettigi slirece 12—24 saat arasinda da devam ettigini géstermislerdir.



Midazolamin, VEGF dizeylerini in vivo ve in vitro arttirmasi ve uzun sire bu
etkisini devam ettirmesi nedeniyle biz de bu calismamizda midazolami kullanarak

flep yasam alanlari ve damar yapilari tizerine olan etkilerini arastirmayi planladik.



GENEL BIiLGILER

FLEPLERLE iLGIiLi GENEL BIiLGILER
Flep Tarihgesi

Fleplerin tarihsel gelisimini dorde ayirabiliriz (22):
1- Birinci dénem: Sekizinci yizyildan 1. ve I1. Diinya Savasi’na kadar olan
donemdir. Bu dénem pedikulli deri fleplerinin, cerrahi geciktirme yapilmis fleplerin

ve tlp pedikallu fleplerin yogunca kullanildigr donemdir

2- ikinci dénem: 1950°li ve 1960’ yillar arasindaki donemdir. Bu donem
bolgesel aksiyel patern fleplerin 6zellikle bas-boyun rekonstriiksiyonunda
kullanildigi dénemdir. Ayrica, bu dénemin ortalarinda kas-deri flepleri, sonlarina
dogru kemik-kas-deri flepleri tanimlanmistir.

3- Uclincti donem: 1970’li dénemleri igerir. Random ile aksiyel paternli
fleplerin arasindaki farkliliklarin irdelendigi, kas, kas-deri fleplerinin gelistigi ve
serbest fleplerin uygulanmaya baslandigi dénemdir.

4- Son doénem: 1980’lerden sonraki donemi kapsar. Fasyakitantz sistem
perforatorlerinin tanimlandigi, osteofasyakitandz fleplerin gelistirildigi dénemdir.
Venoz fleplerin ve perforatdr sistemin incelendigi ve perforator bazh fleplerin ilk

tanimlandigi ve gelistigi donem de bu déneme rastlar.



KANLANMALARINA GORE FLEP SINIFLAMASI
Fleplerin kanlanmalari farkli iki ana damar grubu ile olur (23).

1-Muskuilokiitanéz arterler: iki ayri deri flebinin hazirlanmasina olanak saglar.
a- Random kiitanoz flep: Muskdlokitan perforator ile beslenir.
b- Miyokitandz flep: Perforator, kas ile kasin tizerindeki deriyi besler.
2-Septokiitandz arterler: iki ayri deri flebinin hazirlanmasina olanak saglar.
a- Fasyakutanoz flep: Fasyakitan arterden beslenir.
b- Aksiyel (Arteriyel) flep: Aksiyel bir damardan beslenir.
DERININ KANLANMASI

insanda derinin kanlanmasi muskiilokiitandz arterler ve septokiitandz arterler
aracthgi ile olur. Muskuilokutandz arterler random patern fleplerin kaldirilabilmesine
olanak tanirken septokutanoz arterler, aksiyel patern fleplerin olusmasini saglarlar .

Deri, kan destegini u¢ farkli anatomik seviyede bulunan bes ayri katmanin
birbiri ile kdpru olusturmasi ile meydana getirdigi damar ag ile saglar. Bu anatomik
seviyeleri fasya, subkitan yag dokusu ve deri olustururken, damar agi ise, fasyal
pleksus, subkiitanéz pleksus, subdermal pleksus, dermal pleksus ve subepidermal
pleksustan olusur.

Deri perflizyonunu saglayan mikrosirkiilasyon unitesi arteriol, prekapiller
sfinkter, kapiller, postkapiller sfinkter, venil ve bu yapinin éninde (proksimalinde)
yer alan arteriyo-vendz santtan olusur. Arteriyoventz santlar kanin kapiller yataga
ugramadan gecmesini ve bdylece deriye gelen kan akiminin artmasini saglarlar.
Sempatik inervasyondan zengindirler. Poiseuille kanununa gére damarlardan gecen
kan miktari, damar capinin dordunct kuvveti ile orantilidir. Bu nedenle, damar

caplarini degistiren vaskuler diz kaslar mikrosirkiilasyonda 6nemli rol oynarlar (24).

Deriye gelen kan miktarini diizenleyen iki ana fizyolojik regiilasyon sistemi
vardir. Bu regulasyon sistemleri derinin mikrosirkilasyonunu degistirerek deriye
gelen kan akimini ayarlarlar. Dolayisiyla deri fleplerinin yasamlari ile direkt
iliskilidirler. Bunlar sistemik ve lokal kontrol sistemleridir. Sistemik kontrol noral ve
hormonal regiilasyonla saglanir. Lokal kontrol ise metabolizma yikim Grlnleri,

sicaklik degisimi ve lokal faktorlerin devreye girmesi ile olusur (24).



Deri ve subkutandz dokularin ventdz drenaji iki sistemle gerceklesir;
birincisi genis kapasitesi olan yuzeyel subdermal vendz sistem, ikincisi ise kutantz
arterlere eslik eden vena komitanteslerdir (25). Derinin vendz drenaji, vena
kominikanlar ve vena komitanteslerden olusan perforatdr venler araciligi ile derin
venlere dogru yonlendirilir (Sekil 1).

Kominikan venler subkutandz vendz pleksusu derin venlere baglayan
blyuk venlerdir. Beraberinde kutantz arter eslik edebilir. Vena komitantesler
subkitandz yag dokunun derin kismini direne eder, direkt veya indirekt yollarla derin
venlere dokiilurler. indirekt yolu izlerken ya vena komitantese veya kas icindeki

venlere dokiilerek derin venlere ulasirlar (24).

Sekil 1: Derinin vendz drenaji. D: Derin venoz sistem, S: Yizeyel venoz sistem,
C: Vena communicantes

FLEP NEKROZUNUN NEDENLERi VE ONLEMEYE YONELIiK
CALISMALAR

Flep kaybi, plastik cerrahide 6nemli bir sorundur. Kerrigan (25) deri flep
kaybini i¢c ve dis faktorlere baglamistir. Dis faktorler; enfeksiyon, arterioskleroz,
hipotansiyon, hipovolemi, hipotermi, malndtrisyon gibi sistemik durumlari ve basi,

gerilim, damar i¢i trombus olusumu ve pedikul katlanmasi gibi lokal nedenleri icerir.



Bu nedenler iyi planlanmis ameliyat ©ncesi hazirliklar ve ameliyat sonrasi

miidahalelerle dnlenebilir.

Bilinen tek i¢ faktor ise deri flebindeki besleyici kan akiminin
uygunsuzlugudur. Bu durum, flepte kismi ya da tam iskemiye neden olur ve flep
nekrozu olusturur (26). i¢ faktorlere badh flep kayiplarinda bircok farmakolojik ajan
hem flep canlihgini artirmak hem de cerrahi geciktirme olayini anlamak igin
kullanilmistir. 1960°dan bu yana 75 farkli ajan ve 100’0 askin deney, ingilizce

literattirde yer almistir. Tablo 1’de bunlarin énemli olanlari siralanmistir.

Tablo 1: Flep yasam oranlarini arttirmak igin kullanilan farmakolojik ajanlar (26,27)

Adrenarjik néron blokorleri Guanetidin
Bretilyum

Alfa adrenoreseptor blokorler Fenoksibenzamin
Fentolamin
Timoksamin

Noradrenalin deplesyonu yapanlar Reserpin

Beta adrenoreseptor stimulatorler Isoksipirin

Beta adrenoreseptor blokdorler Propanolol

Metabolizma modulatorleri Diflorometilornitin (DFMO)

Prostaglandin ~ ve/veya  tromboksan | Prostasiklin
uzerinden etkili ajanlar Pentoksifilin
Dipiramidol

ibubrufen

Serbest O, radikal temizleyiciler ve | Allopurinol

uretim inhibitorleri Siiperoksit dismutaz
Merkaptoproprionilglisin
AICA ribosid

Cerrahi geciktirme bugtn icin flep yasam alanlarini en etkin sekilde artiran
bir yontemdir. Her ne kadar son yillarda, aksiyel pattern flepler tariflenmis olsa da,
cerrahi geciktirmenin saglamis oldugu flep yasam oranlarina ulasamamiglardir. Bu
nedenle problemli vakalarda tim dezavantajlarina ragmen zaman zaman kullanildigi

icin halen popularitesini devam ettirmektedirler (26).




FLEP CANLILIGINI DEGERLENDIRME YONTEMLERI (28)

Subjektif testler

Flep renginin go6zlenerek canliliginin  degerlendirilmesi  sinirh  Klinik
kullanima sahiptir. Flep dokusunda tespit edilen sicaklik, kil blyumesi subdermal ve
dermal kanamanin gézlenmesi de flep canliligi hakkinda fikir verebilir.

Kapiller dolma ise dokuya basi uygulanip kaldirilarak uygulanan bir test olup,
kapiller dolum gbzlenmesi deneyimli Kkisilerce yapildigi takdirde perflizyonu
gosteren faydali bir testtir.

Objektif testler

1-Vital boya testleri: Vital boyalar sistemik olarak verildiginde dokuda
yeterli kanlanma var ise deriyi boyarlar. Bu boyalar fluorescein, disulphine mavisi ve
vital yesildir.

2-Radyoizotop Testleri: Dokudan radyoaktif maddenin temizlenmesi

esasina dayanirlar. Xe'*¥MNa22 Kr22 ¢ %

stk kullanilar radyoaktif maddelerdir.

3-Radyoaktif Mikrosferler: Yalnizca hayvan deneylerinde kan akim
miktarini belirlemek icin kullanilirlar.

4-Elektromagnetik flowmetre: Bu teknik yalnizca hayvan arastirmalarinda
kullanilmak tzere gelistirilmis olup kan akimini elektriksel alanda etkilesmesi
esasina dayanir.

5-Kapilleroskopi: Vaskiler yatakta dinamik degisiklikleri belirlemek icin
mikroskop ve video kamera kullanilarak kapillerlerin incelenmesidir. Ozel bir
donanim ve deneyim gereklidir.

6-Fotoelektrik testler: Lazer doppler, 1sik degisim sikhgini dlger. Lazer 151§
sinirh penetrasyona sahiptir ve yalnizca 1,5 mm derinligi degerlendirebilir.

7-Doku Biyopsileri: Oksijen, glukoz ve fosforlu bilesiklerin dokular
tarafindan kullaniimasinin tespiti yanisira laktat ve hidrojen gibi atihm dGrdnlerinin
tespiti de yapilir.

8-Mikroanjiografi: %5-10 jelatin iceren radyoopak mikrosferlerin flep
dolasimina verildikten sonra X 1sini altinda direkt grafilerinin alinmasidir.

9-Doku oksijeninin direkt 6lcimu: Doku igine gomulen prob ile yapilir.

10-immunohistokimyasal ydntemler: Ameliyat sonrasi donemde doku
canhgini, vaskuler yapilarin durumunu ve vyatak ile flep revaskilarizasyonunu

degerlendirmek igin kullanilir.



ANJIOGENEZ

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi demek olan
anjiyogenez, vicutta dogal olarak ortaya cikan bir sure¢ olup, bazi durumlarda
patolojik de olabilir. Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadin
Ureme sisteminde gozlenir. Proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasindaki
denge bozuldugunda anjiogenez kontrol edilemez. inflamatuvar hastaliklarda (artrit,
kronik inflamasyon, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, psoriazis), cesitli kanserlerde
(meme, mesane, kolon, akciger, néroblastom, melanom, bobrek, pankreas, uterus,
serviks, glioblastom) ve g6z hastaliklarinda (yasla iliskili makuler dejenerasyon,
proliferatif retinopati) anjiyogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Periferik arter
hastaliklarinda ve gecikmis yara iyilesmesinde ise anjiyogenezin yetersizligi stz
konusu olmaktadir (31,32).

Primordial damarsal sistemin gelisimi “vaskiillogenez” olarak tanimlanir ve
ilkel damarsal agi olusturmak (zere endotelyal progenitor hlcrelerin embriyonik ve
embriyo disi mezoderm icerisinde farklilasmasini kapsar. Damarsal aglarin uzanmasi
ve degisimi icin yeni kapillerlerin olusmasi, venillerden baslayan tomurcuklanma ve
onceden olusan damar aginin yeniden dizenlenerek kicik ve blyik damarlari
olusturmasi gereklidir. Gelisen damarsal yapilarin birbiri ardi sira olgunlasmalari ise
perivaskuler htcrelerin yeniden yapilanmasina ve bazal membran (zerinde
yapilasmasini saglayan faktorlerin varhigina baglidir. Embriyonik damarsal sistemin
gelismesi esnasinda meydana gelen olaylar ve embriyonun oksijen ve besin ihtiyacl,
aynen eriskin bir organizmada anjiogenez olusumunda, 6zellikle hipoksinin aktive
ettigi metabolik cevaplarla benzerlik gosterir (31,32).

Anjiyogenez oldukga karmasik bir mekanizma ile gergeklesir. Ekstraseliler
matriks ve bu matriksi cevreleyen hucrelerden salinan pek cok buyume faktord,
sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyogenezde temel rol oynar . Damar endotelini
olusturan endotel hicreleri, anjiyogenez sureci icinde yer alan temel hicrelerdir.
Perisitler ile birlikte kapiller damar duvarlarini olustururlar ve ana damarlari, dallari
ve kapiller agi olusturucu genetik bilgileri icerirler. Eriskin insanlardaki endotelyal
hiicreler tipik olarak distk turn over hizinda olmalarina ragmen, yasamlari boyunca
yeni kan damarlari olusturacak cogalma kapasitesine sahiptirler (31,32).

Anjiyogenik uyaranlarin artisi ve anjiyogenez inhibitérlerinin azalisl

anjiyogenezi baslatmaktadir. Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler Tablo II’ de



gosterilmektedir. Yeni damar olusumu asagida belirtilen olaylari kapsayan c¢ok
basamakli bir sirectir:

1. Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan Yikilmasi:

Anjiyogenez slreci damar endotelini doseyen kollajen, laminin gibi
glikoproteinlerden ve heparan silfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin
proteolitik yikimi ile baslar. Endotel hicreleri go¢ etmek ve cogalmak Uzere
uyarildiinda bazal membran ve hicreler arasinda bir bélinme meydana gelir.
Normalde, endotel hiicreleri yayilma etkisi gostermeyen tek bir tabaka olustururlar.
Ancak anjiyogenez sirasinda c¢ogalip yayillma gosterirler. Anjiogenik biyume
faktorleri yakinindaki ©6nceden var olan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde
bulunan 6zgin reseptorlere baglanirlar. Buyume faktorleri tarafindan aktive edilen
proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel hucrelerini doseyen ekstraseller
matriks (ECM) bilesenlerinin yikimina neden olur. ECM’nin enzimatik yikilimini,
endotel hiicrelerinin uyariimasi ve kapiller filizlenme izler. Urokinaz-tip (UPA) ve
doku-tip (tPA) plazminojen aktivatorleri plazminojeni plazmine ceviren serin
proteazlari grubuna aittirler. ECM bilesenlerinin yikilmasi ve MMP-1, MMP-3,
MMP-9, elastaz gibi matriks metaloproteinazlarinin aktivasyonu da plazminin
islevleri arasindadir.

2. Endotel Hiicrelerde Gé¢cme ve Cogalma:

Anjiogenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir stire sonra endotel hicreleri
aktive eder. Normal, hastalikli ya da hasarli dokularda Uretilip salgilanan anjiogenik
biyime faktorleri komsu dokulara difiizyon yolu ile gecer. Endotel hicreleri
ekstraselller matrikse go¢ eder ve cogalir. Endotel hticrelerinin invazyon ve go¢
suregleri, plazminojen aktivator (PA) ve matriks metaloproteinaz (MMP) sisteminin
ishirligi icinde aktive olmasini gerektirir.

3. Kapiller Olusumu ve Damar Olgunlasmasi:

Endotel hicre ¢cogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir
araya getirilmesi icin ekstraseliiler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir.
Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus
ECM’de yikilma ortaya c¢ikar ve bu sayede daha ileri yayilimi mimkin olur.
Endotelin yol almasi ve uzamasi sirasinda hiicre ici ve hicreler arasi boslukta,
sonunda kendilerinden damarlarin olustugu limenler gelisir. Bunun sonucunda
ekstraseltiler matriks proteolizinin  birbirini  sirayla izleyen aktivasyon ve

inhibisyonlari sonucunda kapillerler olusur (32,33).



Tablo I1: Anjiyogenik ve anjiyogenezi dnleyen faktorler

Anjiyogenik Faktorler Anjiyogenezi Onleyen
Faktorler
VEGF (Vaskiler endotelyal buytime faktor) Trombospondin- 1
PGF (Plasental buyime faktor) Anjiostatin
FGF (Asidik, bazik fibroblast blylime faktor) Endostatin
FGF-3 (Fibroblast blylme faktor-3) Vazostatin
FGF-4 (Fibroblast bluylime faktor-4) VEGF inhibitori
TGF-a (Transforme edici buyume faktor-a) Trombosit faktor-4
fragmani
TGF-pB (Transforme edici blytime faktor-f3) Prolaktin derivesi
EGF (Epidermal blyiime faktor) Restin
HGF (Hepatosit buytume faktor) Proliferinle ilgili protein
TNF-a (Tamor nekroz faktor-a) Interferon-a-f
PDGF (Trombosit kaynakli biytime faktor) Anjiopoetin-2
GCSF (Granulosit koloni uyaran faktor) Antitrombin-3 fragmani

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktori (VEGF): Ozellikle endotel hiicreleri
icin 6zgul etkilere sahip olan multifonksiyonel bir blyime faktdri ailesidir. Endotel
hiicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve farklilasmasina neden olur. VEGF,
hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez i¢in dnemli ve
gereklidir. Bu blytme faktorl, ozellikle damar olusumunda kritik rol oynarken,
endotel hucrelerinin yaptigi bir¢cok fonksiyonda da gerekli oldugu goérulmastir.
Bunlar embriyogenez, yara iyilesmesi, timor biylmesi, miyokardial iskemi, okuler
neovaskiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklari da

kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylardir (34).
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Uyeleri ve Yapisi

Son yillarda VEGF lzerine yapilan c¢alismalar, bu ailenin Trombosit
Kaynakl Buyume Faktorleri (PDGF) siper ailesinin 6nemli bir Gyesi olduklarini
ortaya koymustur. Ayni zamanda VEGF ailesinin VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta biyume faktori (Placenta growth
factor; PIGF) adi verilen alti iyeden meydana geldigini gostermistir (34).

VEGF-A geni, 6. kromozomda kodlanmistir. Ayni zamanda Human-VEGF
olarak bilinir. VEGF-A bazi makalelerde sadece VEGF olarakta adlandiriimaktadir.

VEGF-B, baslangigta VEGF-A ile %23'U0 homologtur. VEGF-B, vaskiler
endotel biuylme faktori reseptéri-1 (VEGFR-1)'e baglanarak monositlerin

aktivasyonu ve farklilasmalarinda rol alir.

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16'sI
benzeyen 388 amino asitten olusmustur. Lenfatik damarlarin olusmasinda

(lenfanjiogenez) rol oynamaktadir.

VEGF-D, 334 amino asitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayni amino
asitler iceren bir proteindir. C-terminal ucglarinda zengin sistein domainleri igerir. Bu
da VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak VEGF-C ile benzer islevler yapar.

VEGF-E, VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir
polipeptittir. Gucli bir mitojen ve permeabilite arttirict faktordir. VEGFR-1'e
baglanmayi basaramaz ama VEGFR-2'ye secici olarak baglanarak etkisini gosterir.

PIGF, VEGF ailesinin tanimlanan ilk tyesidir. Sinyal peptitlerinin béltinmesi
sirasinda ©6nce 131 amino asite sahiptir. Daha sonra yeni amino asitlerin
eklenmesiyle VEGF-A ile %37 oraninda benzesen ve 152 amino asit iceren son sekli
olusur. VEGF-B gibi VEGFR-1'e baglanarak etki gosterir.

VEGF Sentezi

Endotel hicreleri icin 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine sahip bu
faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen &6nce ovaryum follikillerinden
salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan sonra bu salgilama
gorevini  korpus luteum Gstlenir. Erken implantasyon déneminde embriyo
trofoblastlarinca salgilanir. Embriyolojik gelisimin ilk dénemlerinin sonuna dogru
VEGF biraz azalirken, organogenez doneminde oldukga yukselir. Yetiskinde

alveolar hiicrelerde, bobrek glomerillerinde, proksimal tiibillerde ve disiik seviyede
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de olsa karaciger ve beyinde VEGF, adrenal korteksin tim hicrelerinde ve testiste
testosteron Ureten Leydig hicrelerinde ise VEGF yapimina ait mRNA’larin
sentezlendigi  gosterilmistir.  VEGF'Un  demonstrasyonu  igin  yapilan
immunositokimyasal c¢alismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri gevreleyen
fibroblastlarda, bronsiyol, koroid pleksus ve renal glomertl visseral epitelinde varligi
gosterilmistir.

VEGF mRNA’sInin transkripsiyonu, PDGF-BB, FGF-7, EGF, TNF, TGF-
R1 ve interlokin- B1 gibi gesitli faktorler tarafindan baglatilir. Boylece bu maddelerin
mitojenik olmadigi, VEGF salgilanmasina yol acarak mitojeniteyi arttirdiklari
gosterilmistir.

Ayrica protein buyume faktérlerinin  haricinde, forbol esterleri ve
prostaglandin E; gibi bazi mediatorlerin de VEGF ekspresyonunu dizenledikleri
gosterilmistir.

Hipoksi, belki de, hem VEGF hem de reseptorlerinin yapimini indikleyerek
anjiogenezi bagslatan en etkili uyarilarindan biridir. Buna 6rnek olarak biyuyen
timorlerin  hipoksik Dbolgelerinin  olusmasi ve bunu engellemek igin timor
hiicrelerinden VEGF ekspresyonu ve yeni damar yapimi gosterilebilir. VEGF yapimi
hipoksi tarafindan tetiklenirken, karbonmonoksit tarafindan da inhibe edilmektedir.
Ayrica disen pH ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu artmaktadir (34).

VEGF kullanilarak yapilan deneysel calismalarda VEGF’in fleplerde hem
yasam oranlarini hem de yeni olusan damar sayilarini artirdigi gosterilmistir (12,16—
20).

DIGER ANJIOGENIK FAKTORLERIN OZELLIKLERI:

Epidermal Buyume Faktort (EGF): Primer kaynagi submaxiller glandlar
ve Brunner’s glandlaridir. Polipeptit yapili olup trombositlerin alfa grantllerinde
bulunur ve trombosit degraniilasyonu sirasinda salinir. Epitel htcreler, endotel ve
fibroblastlar icin kemotaktiktir. Anjiyogenezi ve kollagenaz aktivitesini uyarir (35).

Fibroblast Buyume Faktori (FGF): Makrofajlardan, lenfositlerden ve
damar endotelinden salgilanir. Mezenkimal hicreler icin mitojendir. Endotel
proliferasyonu ve motiliteyi arttirarak yeni damar olsumunu hizlandirarak
anjiyogenezde etki eder. Ayrica heparinin etkilerini guclendirmek, kollajen sentezini
uyararak, yaranin kontraksiyonunu ve epitelizasyonu saglamak ve fibronektin ve

proteoglikan sentezini uyararak adhezyonu kolaylastirmak gibi etkileri vardir (36).
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Trombosit Kaynakl Buyume Faktért (PDGF): Trombositlerin alfa
grandlleri icinde bulunur. Tumorler, endotel hicreler, makrofajlar, diiz kas hucreleri
ve trombositler PDGF benzeri biytime faktorleri salgilarlar. Makrofajlar ve polimorf
naveli lokositlerin kemotaksisini uyarir. Fibroblast ve diz kas hiicrelerinde hem
kemotaksis hem mitogenezi uyarir. Kollajen ve fibronektin sentezini uyarir, ayrica
kollajenaz aktivitesini arttirir (37).

Transforme Edici Buyime Faktora-3 (TGF-R): Trombositler, makrofajlar,
lenfositler, kemik iligi, bobrek tubili gibi farkh dokulardan izole edilmistir.
Trombositlerin alfa grandlleri icinde yogun miktarda bulunur, hasarlanan bélgede
degrantlasyonla salinir. Dusuk dozda anjiogenik, yiksek dozda antianjiogenik
Ozellikler gosterir (38).

Tumor Nekroz Faktori - Alfa (TNFa): Aktive monosit, makrofaj, notrofil
ve endotelyal hiicrelerden salinir. Kanser kaseksisi ve endotoksik sokta yer alir. Ates
ylkseltici 6zelligi bulunur. Dlsuk dozda endotelyal hiicre ¢ogalmasini ve tubul

olusumunu saglarken, yiiksek dozda zit etki gosterir (39).

MIDAZOLAM

Midazolam (8- Kloro — 6- (2-florofenil) — 1 — metil - 4H -imidazo[1,5a] [1,4]
benzodiazepin hidroklorid), imidazobenzodiazepinler ailesine ait olup, klasik
benzodiazepinlerden imidazol halkasi tasimasiyla ayrilir. Benzodiazepin grubunun

en yeni ilacidir ve 1976’ da Fayer ve Walser tarafindan bulunmustur (40,41).
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Sekil 2: Midazolamin kimyasal yapisi (C1gH13CIFN3 - HCI)
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Midazolamin imidazol halkasi, disiuk pH duzeylerinde bir hidrojen iyonunun
eklenmesine olanak saglar. Bu nedenle midazolam dusik pH’da suda ¢6zinir ve
stabil bir sulu solusyon olarak hazirlanabilir. Fizyolojik pH’da molekil bu yukinu
kaybederek lipofilik hal alir ve kan-beyin bariyerini kolaylikla gecer (8).

Midazolam anksiyolitik, hipnotik, antikonvilzan, kas gevsetici ve anterograd
amnezik etki gibi karakteristik benzodiazepin 6zelliklerine sahiptir. Diazepamdan
1,5 -2 kat daha gugludur. Midazolam tahminen diger benzodiazepinler gibi glisine
benzer norotransmitteri arttirarak anksiyolitik etki yapar. Anksiyolitik etki glcu,
beyin sapindaki glisin reseptorlerine olan afinitesiyle iliskilidir (63). Midazolamin
antikonviilzan etkisi farelerde gosterilmistir. Muhtemel mekanizmasi beyinde motor
dolasim tzerine GABA’ nin artmis etkisidir (64).

Midazolamin motor performansi azalttigi hayvan deneylerinde gosterilmistir.
Diger benzodiazepinlere benzer kas gevsetici etkisi vardir. Bu etki spinal kordda
glisin reseptorleri araciligiyla olur (64).

Farmakokinetik

Midazolam, diger benzodiazepinlerden, etkisinin hizl baglamasi ve kisa
surmesi ile ayrilir. Oral aliminda 0,5-1 saat sonra maksimum plazma duizeyine ulasir.
intramuskiiler uygulamadan sonra sedatif etki 15 dk. icinde ortaya ¢ikmakta olup
maksimal etkinlik 45 dakikada gorilur. Eliminasyon yari ¢émri 1,5-3 saattir.
Proteinlere baglanma orani %96°dir (40,42).

Metabolizma ve eliminasyon

Midazolamin eliminasyon hizi, tim uygulama yollarinda yaklasik olarak
aynidir. Midazolamin imidazol halkasl, ilacin karacigerde sitokrom P450 3A4 enzimi
aracthgi ile hizla inaktif metabolite yikilmasini mimkin kilar. Bu iki adimda olusur:
hidroksi metabolizmasi ve glukoronid formasyonu. Hidroksi metabolizmasi g farkh
urtine yol acar (40).

1. o -hidroksi-midazolam

2. 4-hidroksi-midazolam

3. a, 4-hidroksi-midazolam

Plazmadaki ana metabolit a -hidroksi-midazolamdir. Bu metabolit bazi
farmakolojik  aktivitelere sahiptir ancak idrarla atilmadan 6nce hizla
glukuronidizasyona ugramasi nedeniyle midazolamin Kklinik etkilerine katkida
bulunmaz (40).
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Uygulama Alanlari
Midazolam genellikle premedikasyon, sedasyon, anestezi indiksiyonu ve

total intraventz anestezi icin kullanilir. (43)

ORGAN SISTEMLERINE ETKILERI

Kardiyovaskuler: Midazolamin uyku dozlari sistolik, diyastolik ve ortalama
arter basincinda bir miktar azalma yaparken, nabiz basincinda belirgin bir degisime
yol agmaz. Miyokardiyal oksijen gereksinimini belirgin olarak azaltir. (43).

Solunum sistemi: Hipoksiye solunumsal cevabi deprese eder (43).

Santral sinir sistemi: Midazolam serebral oksijen tiketimini, serebral kan
akimini ve intrakraniyal basinci azaltir.

Endokrin sistem: Strese bagl epinefrin artisini minimale indirir.

MIDAZOLAMIN VEGF PLAZMA DUZEYLERI UZERINE
ETKILERI

Kumiko ve ark. (21) rat ve A-10 (fetal rat aort diiz kasindan elde edilen)
hiicre kultirinde propofol, ketamin ve midazolamin VEGF diizeyleri tzerine olan
etkilerini arastirmiglardir. Rat plazmasinda midazolamin verilmeye basladiktan
sonraki 10- 12 saat arasinda VEGF duzeylerini arttirdigini, ancak propofolin
arttirmadigini goéstermislerdir. A-10 kultlr hicrelerinde ise midazolamin 72 saate
kadar zamana baglh olarak VEGF salinimini arttirdigini ancak propofol ve ketaminin
bu etkiyi gostermedigini ortaya koymuslardir. Damar diz kas htcrelerinin VEGF
icin esas kaynak olmalarindan yola g¢ikarak midazolamin aktif metaboliti olan a -
hidroksi-midazolamin A-10 kultiir hicrelerinde VEGF salinimini arttirdigini ve bu
artisin  bazi zaman doénemlerinde olmasi gerektigini belirtmislerdir. Sirekli
midazolam inflzyonu ile rat plazma VEGF degerlerinin 50-150 ng/ml arasinda
seyrettigini (serbest konsantrasyon 13,9-41,4 ng/ml) ancak A-10 kiltiir hicrelerinde
ise ayni etki icin klinikte kullanilan duzeylerin Uzerinde midazolam verilmesi
gerektigini belirtmislerdir (21).

Bu calisma sonuclari, klinik olarak in vivo yari dmri ¢ok kisa olmasi
nedeniyle kullanim alani bulamayan VEGF’nin uzun stre salinimini saglamasi ve
belirli bir sire plazma VEGF seviyelerini ylksek tutmasi agisindan son derece

onemlidir.
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MATERYAL VE METOT

Bu deneysel calisma, Tip Fakiltesi Deneysel ve Klinik Arastirma Kurulu
(proje no: TT-05-14) ve Tip Fakiiltesi Etik Kurulu izniyle Erciyes Universitesi Tip
Fakdltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde 01 Mayis 2006
ile 04 Aralik 2006 tarihleri arasinda yapildi.

Calismada, agirligi 224-262 gram olan 50 adet disi Wistar Albino cinsi rat
kullanildi. Tum ratlar standart rat yemi ve su ile beslendi, isik diizeni 12 saat aydinlik

ve 12 saat karanlik olan ve 21+3 °C sicaklikta tutuldular.

A- ON CALISMALAR:

1- Midazolam tek basina aneljezi saglamayacagi icin ratlarda ketaminin flep
yasami Uzerine etkisi olmadigini gdsteren calismadan yola c¢ikarak (44) kontrol
grubunda sadece ketaminle, midazolam grubunda ise ketamin ile beraber
midazolamla anestezi uygulanmasina karar verildi.

Deneklerde midazolam dozu ve ketaminle beraber uygulanacak olan
midazolam dozu igin 6n ¢alismalar yapildi ve doz arahgr belirlendi. Midazolam ve
ketaminin beraber kullanilacagi grup i¢in midazolamin 15 mg/kg, ketaminin de 15
mg/kg dozunda ayni anda guvenli bir sekilde verilebilecegi saptandi. Daha yiiksek

dozlarda midazolam kullanildiginda ise ratlarin bunu tolere etmedigi ve dldikleri
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saptandi. Kontrol grubunda ise ketamin dozu 90 mg/kg olarak belirlendi. Teknik
imkansizlik ve rat kuyruk veninden tekrarlayan enjeksiyonlarda ortaya cikan
trombise bagli tikanma nedeniyle midazolami intraperitoneal yolla uygulamaya
karar verdik.

2- Ratlarin sirt boélgesinde, flep kaldirilacak alanlarda laser doppler
flowmeter (Biopac-LDF-100 A) ile kan akimlari dlculerek degerlendirildi. Ancak
elde edilen kan akimi sonuclarinin, cesitli parametrelerle birlikte degerlendirilmesine
ragmen istatiksel olarak, farkl alanlarda benzer sonuclar vermesi veya ayni alanda
farkli denemelerde farkli sonuglar vermesi nedeniyle glvenilir olmayacagi kanaatine
varilarak laser dopler flowmeter ile yapilacak olan flep kan akimindaki degisimlerin
saptanmasi yontemi calismadan cikartildi. Parametre olarak immunohistokimyasal
calismanin ve flep nekrozunun makroskobik olarak degerlendirilmesinin uygun

olacag@ina karar verildi.

B-DENEY PLANI:

Denekler her bir grupta 10 rat olacak sekilde kontrol ve midazolam gruplarina
ayrildi. Flep modeli olarak McFarlane’in rat sirtinda tarif ettigi model secildi
(Sekil 3) .

Sekil 3: Rat dorsal Mc Farlane flebi
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Kontrol grubu

Ratlara cerrahi mudahaleden 10 ve 2 saat once intraperitoneal yolla 1lcc
serum fizyolojik verildi. 90 mg/kg dozunda ketamin intraperitoneal verilerek anestezi
saglandi ve daha sonra 1 cc serum fizyolojik intraperitoneal yoldan verilip
operasyona gecildi. Ratlarin sirt dorsal bolgeleri elektrikli tras makinesi ile
temizlendikten sonra %10’luk povidine-iodine sollisyonu, sonrasinda da steril serum
fizyolojik ile silindi ve steril ortiler ile ortildl. Ratlarin sirtindan iliak kanatlardan
baslayan kaudal bazli 8 x 3 cm boyutlu flep, 15 no. bistlri ile deri, derialti ve
pannikulus karnosus gegilerek kaldirirldi. Fleplerin random patern olmalari igin, iliak
kanatlarin siperior kenarindan bilateral olarak flebe giren damarlar kesildi.
Kaldirilan flepler yerlerine 4/0 ipekle suttre edildi. Postoperatif 24 ve 48’inci
saatlerde yeniden 1 cc serum fizyolojik intraperitoneal olarak verildi. Postoperatif
5’inci gunde ratlar lethal doz tiopental sodyumun intraperitoneal yolla verilmesi ile
sakrifiye edildi. Fleplerdeki canli ve nekroz gelisen alanlar milimetrik bolumli
transparan film kullanilarak 6lculdi. Daha sonra flepler eksize edilerek
immunohistokimyasal degerlendirme icin % 10’ luk formaldehit solusyonunda 48
saat bekletildiler.

Midazolam grubu

Ratlara cerrahiden 10 ve 2 saat Once intraperitoneal olarak 15 mg/kg
midazolam verildi. Kontrol grubunda uygulanan serum fizyolojik miktarinin 1 cc
olmasi nedeniyle gruplar arasinda esit voliim saglamak icin ratlarin agirliklarina gére
uygulanan midazolam dozu hesaplandiktan sonra uygulanacak olan midazolamin sivi
hacmi her uygulamada serum fizyolojik ile 1 cc’ye tamamlandi. Cerrahi isleme
baslamadan 6nce 15 mg/kg dozunda ketamin ve 15 mg/kg midazolam intraperitoneal
olarak verilerek anestezi saglandi. Daha sonra kontrol grubunda uygulanan cerrahi
islem ayni sekilde tekrar edildi. Postoperatif 24 ve 48’inci saatlerde yeniden 15
mg/kg midazolam serum fizyolojik ile 1cc’ye tamamlandiktan sonra intraperitoneal
olarak verildi. Postoperatif 5’inci glnde ratlar lethal doz tiopental sodyumun
intraperitoneal yolla verilmesi ile sakrifiye edildi. Fleplerdeki canl ve nekroz gelisen
alanlar milimetrik bolumli transparan film kullanilarak 6l¢ildi. Daha sonra flepler
eksize edilerek immunohistokimyasal degerlendirme icin % 10’ luk formaldehit

solusyonunda 48 saat bekletildiler.
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Immunohistokimyasal calisma

Her iki grupta tim flepler 48 saat % 10’luk formaldehit icinde bekletildikten
sonra yeni olusan damar sayilari agisindan immunohistokimyasal yontem
kullanilarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilimdalinda incelendi.

Her iki gruptaki tim fleplerden, distal zondan, kritik zondan ve proksimal
zondan olmak Uzere tcer adet tam kat kesit alindi. Ortamda midazolam ve hipoksiye
bagh olarak yikselmesini bekledigimiz VEGF etkisiyle fleplerde 6zellikle saglam
dokudan nekrotik dokuya gecisin oldugu kritik zonda yeni damar olusumunun en
fazla olmasini bekledik. Ayni sekilde proksimal zondan ve nekroz gelismeden 6nce
olusan yeni damar yapilarini da belirlemek icin de distal zondan tam kat kesitler
alindi.

Dokular tespit edildikten sonra parafin bloklar hazirlandi. Lizinli lama 4
mikronluk kesitler alindi. Daha sonra lamlar 60 derece isidaki etiivde 1 saat
bekletilip, ksilol solusyonu igine alinip burada 15 dakika bekletildiler. % 100
etanolde iki kez 3 dakika, %95 etanolde 3 dakika, % 70 etanolde 3 dakika
bekletildikten sonra distile suda 10 dakika yikandilar. Tripsin solisyonu damlatilip
10 dakika beklenilen preparatlar distile su ile yikandilar. Antijen retrieval sollisyonu
icinde 10 dakika % 50 ‘lik gi¢ seviyesinde mikrodalgada isitildi ve sogumaya
birakildi. 5 dakika distile suda yikandi. % 3’lik hidrojenperoksit damlatilip 10
dakika bekletildi. 5 dakika PBS’te yikandi. VEGF antikoru damlatilip 30 dakika
beklendi. 10 dakika PBS’te yikandi. Streptavidin damlatilip 10 dakika beklendi. 10
dakika PBS’te yikandi. Kromojen damlatilip 10 dakika bekletildi. 10 dakika distile
suda yikandi. Meyer hematoksilen damlatilip 2 dakika bekletildi. Alkolde 10 dakika,
ksilolde 15 dakika bekletildi. Daha sonra balsam ile kapatilip 40 biyutme ile
mikroskopta yeni olusan damarlar sayildi.

Kesitlerde yeni olusmaya baslayan damar yapilarinin limensiz ya da kismen
Iumenli ve kahverengi agirlikta boyanan epitel adaciklari seklinde belirdigi gézlendi.
Her gruptan yapilan kesitlerin tamaminda en fazla boya tutan 5 alan sayildiktan sonra
ortalamalari alinarak yeni olusan damar sayilari saptandi. Resim 3’ te kontrol
grubunda, Resim 4’ te ise midazolam grubunda yeni olusan damarlar gésterilmistir.

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi Microsoft Windows 98 isletim sistemi
altindaki SPSS 10. O istatistik programi kullanilarak unpaired t testi ile yapildi ve

p <0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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proksimal zon kritik zon distal zon

Sekil 4: Fleplerden alinan doku kesitlerinin yerlerinin sematik gérinim

BULGULAR

Postoperatif donemde fleplerde ve insizyon hatlarinda enfeksiyon bulgusuna
rastlanmadi. Ratlardan hi¢ birisi 6lmedi ve bulunduklari ortam kosullarinda sicaklik,
Islk ve nem oranlarinda bir degisim olmadi. Ugiincii giinde fleplerde nekroz
belirginlesti ve besinci ginde demarkasyon hatti olustu. Resim 1’ de kontrol
grubundaki, Resim 2’ de ise midazolam grubundaki nekroz alanlari izlenmektedir.

SONUCLAR

Flep yasam alanlari

Her iki grupta da milimetrik bolumli transparan film kullanilarak flep
uzerindeki canli alan gizilip isaretlenerek milimetrekare olarak hesaplandi. Tablo 3’te
gruplardaki flep yasam oranlari gosterilmistir. Daha sonra ortalamalari ve standart
sapmalari bulundu. Kontrol grubunda ortalama yasam alani 1071 = 89.49 mm2
midazolam grubunda ise 1080 + 93.80 mm? olarak bulundu. Her iki gruptaki canh
flep alanlari karsilastirildiginda ise yasam alanlari arasindaki fark istatiksel olarak
anlamsiz kabul edildi ( p >0.05). Tablo 4’ te bulunan degerler, ortalamalari ve

standart sapmalari gosterilmektedir.

Her iki grupta da yeni olusan damar sayilari Tablo 5’ te gosterilmistir.
Gruplar arasinda yeni olusan damar sayilar arasindaki fark ise Tablo 6° da

gosterildigi gibi istatiksel olarak anlamli degildi ( p >0.05).
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Tablo 3: Gruplardaki flep yasam alanlari ( mm?)

Rat No Midazolam grubu Kontrol grubu
1 925 960
2 960 930
3 1027 1016
4 1053 1045
5 1073 1053
6 1083 1082
7 1110 1110
8 1175 1106
9 1194 1200
10 1200 1208
Ortalama = SD 1080 + 93.80 1071+ 89.49

Tablo 4: Flep yasam alanlarinin karsilastiriimasi

Kontrol grubu Midazolam grubu p
(X £SD) (X £SD)
Yasam
alanlari (mm2) 1071 £ 89.49 1080 £ 93.80 p >0.05
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Tablo 5: Fleplerden yapilan kesitlerdeki yeni olusan damar sayilari

Ortalama
M1 |28 |60 |35 |26 |38 |18 |25 |63 |38 |42 |37.30
M2 |40 72 46 46 59 45 45 45 35 86 51.90
M3 |15 40 32 33 40 32 30 25 23 28 29.80
K1 |25 87 75 35 18 58 95 42 62 95 51.20
K2 |32 62 88 65 42 60 60 55 43 66 57.30
K3 |16 |22 |50 |45 |38 |5 |39 |38 |38 |35 |37.60
M 1: Midazolam grubu distal zon
M 2: Midazolam grubu kritik zon
M 3: Midazolam grubu proksimal zon
K 1: Kontrol grubu distal zon
K 2: Kontrol grubu kritik zon
K 3: Kontrol grubu proksimal zon
Tablo 6: Fleplerden alinan kesitlerdeki yeni olusan damar sayilarinin
karstlastiriimasi
Kontrol grubu Midazolam grubu
(X £ SD) (X +SD) D
Distal zon 51.20 £ 21.53 37.30 £ 14.69 p >0.05
Kritik zon 57.30 £ 15.62 51.90 + 15.83 p >0.05
Proksimal zon 37.60 £ 11.69 29.80 £ 7.59 p >0.05
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Resim 2: Midazolam grubundaki ratlarda 5.gtinde izlenen nekroz alanlari
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Resim 3: Kontrol grubunda yeni olusan damarlar

Resim 4: Midazolam grubunda yeni olusan damarlar

24



TARTISMA

Biz bu calismamizda midazolamin strekli infuzyonunun rat plazmasinda
VEGF dizeylerini artirmasi bilgisinden yola c¢ikarak, tekrarlayan dozlarda
intraperitoneal midazolam uygulamasinin etkilerini arastirdik. Flep yasam alanlarini
ve fleplerden yapilan kesitlerde yeni olusan damar sayilarini kontrol grubu ile
karsilastirdik. Ancak yaptigimiz calismada tekrarlayan midazolam uygulamasinin

flep yasam alanlari ve yeni damar olusumlari tizerine etkisi olmadigini gosterdik.

Flep cerrahisinde, cerrahi geciktirmenin flep yasam alanlarinda sagladigi
basariyl elde edebilmek icin oksitosin, ECGF, anjiotensin Il, b-FGF, eritropoietin,
salvianolik asit-B, PDGF-B, L-arginin, GM-CSF, TGF-beta ve VEGF ile birgok
calisma yapilmistir (2-20). Bu calismalarda 6zellikle angiogenezin flep yasamini

olumlu olarak etkiledigi gosterilmistir.

Petersson ve ark. (2) muskilokutandz fleplerde intravendz ve subkutan
oksitosin kullanarak yaptiklari calismada flep yasam alanlarinin  oksitosin
kullaniimayan kontrol gruplarina gére anlaml derecede arttigini ayrica oksitosin
uygulanan gruplarda plazmadaki insulin-like growth hormon (IGF-1) seviyelerinde

onemli bir artis oldugunu gostermislerdir.

Pu ve ark. (3) ratlarda transvers rektus abdominis muskilokutandz flebinde
ECGF ile calismislardir. Calismalarinda postoperatif 7. gunde flep yasam alanlarinin
ve neovaskularizasyon oranlarinin ECGF uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore

onemli derecede arttigini gostermislerdir (3).

Okuyama ve ark. (4) All ile yaptiklari calismada flep yasam alanlarinin

anlamli sekilde arttigini gostermislerdir.
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Lu ve ark. (5) 42 rat ile yaptiklari calismada bFGF uygulanan gruplarda flep

yasam alanlarinin kontrol grubuna gére anlamli derecede arttigini gostermislerdir.

Buemi ve ark.’nin (6,7) ratlarda ve Galeano ve ark.’nin (8) diabetik farelerde
recombinant human eritropoetin (rHUEPO) kullanarak yaptiklari calismalarda
EPO’nun VEGF duzeylerini ve protein sentezini arttirdigini ayrica yara iyilesmesini
ve angiogenezi hizlandirdigini gostermislerdir. Saray ve ark. (9) ise rat McFarlene
flep modelinde EPO’nun etkilerini arastirmislardir. Calismalarinda ratlara uzun streli
ve kisa siureli EPO enjekte etmisler ve sonuclarini  kontrol grubu ile
karsilastirmislardir. Sistolik kan basincinin ve hematokrit degerlerinin  EPO
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére anlamli derecede arttigini géstermislerdir.
Kisa sireli EPO uygulanan gruptaki flep yasam alanlari kontrol grubuna gére anlamli
derecede fazla olmasina ragmen uzun sireli EPO uygulanan grupta ise flepte distal
nekroz alani kontrol grubuna gore daha fazla olmustur. Nekroz gelisen alandaki
artisin ise uzun stre EPO uygulamasi sonucu gelisen vazokonstriksiyondan

kaynaklandigini belirtmislerdir (9).

Sal B, Salvia miltiorrhiza (Danshen) bitkisinden elde edilir ve 0Ozellikle
Cin’de kardiyovaskiler hastaliklarin tedavisi icin kullanilir (10). Lay ve ark. (10)
ratlarda Sal B’ nin flep yasami uzerine etkilerini arstirmislar ve Sal B’ nin flepteki

nekroz alanlarini anlamli derecede azalttigr gostermislerdir.

Hijjawi ve ark. (11) deneysel rat TRAM flep modelinde PDGF-B uygulamasi
sonrasi flep yasam alanlarinin istatiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigini

gostermislerdir.

Komorowska-Timek ve ark. (12) ratlarda yaptiklari 8x8 cm. boyutlarindaki
epigastrik deri flebinde L-arginin ve VEGF’ nin flep yasami (zerine etkilerini
arastirmiglardir. Yaptiklari bu ¢alismada L-arginin ve VEGF uygulanan gruplardaki
flep nekroz alanlarinin kontrol grubuna gore anlamli derecede az oldugunu

gostermislerdir.

Ergun ve ark. (13), Kuru ve ark. (14) deneysel olarak rat random patern
fleplerinde yaptiklari c¢alismalarda GM-CSF’ nin fibroblast proliferasyonunu,
anjiogenezisi ve kollajen sentezini arttirdiklarini flep nekroz alanlarini ise azalttigini

gostermiglerdir.
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Huemer ve ark. (15) TGF-R kullanarak rat epigastrik flebinde yaptiklari
calismada ise fleplerde ortalama yasam alanlarinin ve kapiller sayisinin kontrol

grubuna goére 6nemli derecede arttigini gostermislerdir.

Kryger ve ark. (16) random patern flep kullanarak yaptiklari calismada
ratlari; tek doz sitemik VEGF uygulanan grup, tekrarlayan dozlarda VEGF
uygulanan grup, subdermal VEGF uygulanan grup, subfasyal VEGF uygulanan grup,
topikal VEGF uygulanan grup ve kontrol grubu olarak 6 ayri gruba ayirmislardir.
Daha sonra VEGF etkisinin uygulama yollari arasindaki farkin flep yasami tzerine
olan etkilerini incelemislerdir. VEGF uygulanan tiim gruplardaki yasam oranlarinin
kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu ancak sistemik olarak tekrarlayan dozlarda
uygulanan VEGF grubunda flep yasam oranlarindaki artisin en fazla oldugunu
belirtmislerdir. Fleplerden alinan tam kesitlerden yapitliklar histolojik ¢alismada ise
nekrotik flep alanlarindan yapilan kesitlerde tim gruplarda benzer olarak nétrofil ve
monosit artisini, VEGF uygulanan gruplarda ise yeni olusan damar sayilarinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigini géstermislerdir. Tekrarlayan VEGF
uygulanan gruptaki yasam oraninin tum gruplara gore fazla olmasinin nedeni olarak
ise VEGF yar1 émrlndn in vivo olarak ¢ok kisa olmasina ragmen ve tekrarlayan
uygulamalarda plazma konsantrasyonunun yikselmesine baglamislardir. Biz de bu
calismanin sonucunda tekrarlayan VEGF dozlarinin flep yasam siresini en fazla
uzattigindan yola c¢ikarak tekrarlayan dozlarda midazolam uyguladik. Yeni olusan
damarlari gostermek icin ise bu c¢alismada yapildigi sekilde fleplerden aldigimiz
kesitlerde immunohistokimyasal inceleme yaptik (16).

Zhang ve ark. (17) inferior epigastrik arter bazl rat transvers rektus
abdominus muskulokutandz flebinde VEGF’in farkl yollardan preoperatif ve
postoperatif verilisine gore etkisini incelemislerdir. Calismalarinda subkutan6z
olarak preoperatif 7 giin 6nce VEGF uyguladiklari gruptaki flep yasam alanlarinin ve
yeni olusan damar sayilarinin kontrol grubuna gore ve operasyon sirasinda
intraarteryel ve sistemik VEGF verdikleri gruplara gore anlamli derecede arttigini
gostermislerdir. Preoperatif olarak subkutan6z VEGF uygulanan gruptaki flep yasam
alanlarinin en fazla olmasinin nedenini ise lokal uygulama sonrasi 7 giin énceden
anjiogenezin artmaya baslamasi olarak belirtmislerdir (17).

Machens ve ark. (18) VEGF uyguladiklar rat inferior epigastrik arter bazl

flep modelinde VEGF uygulanan fleplerin yasam oranlarinin uygulanmayan gruplara
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gore istatiksel olarak anlamli sekilde daha fazla oldugunu gostermislerdir. Ayrica
VEGF uygulanan gruptaki kapiller damar caplarinin ve sayilarininda arttigini
gostermisler ve flep yasam oranlarindaki artisi bu etkinin sagladigini belirtmisledir.

Seify ve ark. (19) yaptiklari deneysel calismada ise ratlarda TRAM flebi
modeli Uzerinde cerrahi geciktirme ve farkh yollardan VEGF uygulamalarini
karsilastirmislardir. Calismalarinda ratlari; kontrol grubu, cerrahi geciktirme grubu,
cerrahi geciktirmeyle beraber intramiskiler VEGF uygulanan grup, cerrahi
geciktirmeyle beraber intraarteryel VEGF uygulanan grup, intramuskiler VEGF
uygulanan grup ve intraarteryel VEGF uygulanan grup olarak siniflandirmislardir.
Cerrahi geciktirme grubunda flep yasam oranlarinin ortalama degerini %83, cerrahi
geciktirmeyle beraber intramuskuler VEGF uygulanan grupta %96.6, cerrahi
geciktirmeyle beraber intraarteryel VEGF uygulanan grupta %290.6, sadece
intramuskiler VEGF uygulanan grupta %87 ve sadece intraarteryel olarak verilen
grupta ise %90,6 olarak belirtmislerdir. VEGF uygulanan gruplardaki damar sayisi
artisini ise mikroanjiografik olarak gostermislerdir (19).

Kumiko ve ark. (21) midazolamin VEGF salinimini Gzerine etkilerini
gosteren bir calisma yapmislardir. Calismalarinda rat plazmasinda ve A-10 (fetal rat
aort diiz kasindan elde edilen) hticre kultlrlerinde propofol, ketamin ve midazolamin
VEGF dlzeylerinde yaptigr degisimleri karsilastirmislardir. Midazolamin surekli
infizyonunun rat plazmasinda VEGF konsantrasyonunu anlamli olarak arttirdigini
ancak propofoliin bu etkiyi gostermedigini ortaya koymuslardir. Calismalarinda
midazolam inflizyonun baslamasinin 8. saatinde VEGF plazma konsantrasyonunun
ilk artma egilimi gosterdigini ve plazma midazolam seviyesi dismeye baslamis olsa
bile en vyiksek seviyeye inflizyon sona erdikten 2 saat sonra ulasildigini
gostermislerdir. A-10 kaltir hicrelerinde ise midazolamin 72 saate kadar zamana
bagl olarak VEGF salinimini arttirdigini ancak propofol ve ketaminin bu etkiyi
gostermedigini ortaya koymuslardir. Midazolam uyariminin p44/42 MAP kinaz ve
SAPK/INK zerine belirgin fosforilasyon artisi saglarken, p38 MAP kinaz tzerinde
etki etmedigini ve midazolam ile uyarilmis VEGF saliniminin MAP kinaz kinazin
spesifik inhibitorleri olan PD98059 ve U0126 ile azaldigini gostermislerdir. Damar
diiz kas hucrelerinin VEGF igin esas kaynak olmalarindan yola ¢ikarak midazolamin
ve aktif metaboliti olan a -hidroksi-midazolamin A-10 kdlttr hucrelerinde VEGF
salinimini arttirdigini ve bu artisin bazi zaman periyotlarinda olmasi gerektigini,

stirekli midazolam infuzyonu ile rat plazma VEGF degerlerinin 50-150 ng/ml
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arasinda seyrettigini (serbest konsantrasyon 13,9-41,4 ng/ml) ancak A-10 kdltdr
hiicrelerinde ise ayni etki icin Kklinikte kullanilan dlzeylerin Gzerinde midazolam
verilmesi gerektigini ortaya koymuslardir. Aradaki bu farkin ise in vivo ve in vitro
deneysel kosullarin arasindaki olasi farklardan kaynaklandigini vurgulamislardir.
VEGF ile yapilan calismalarda 6zellikle tekrarlayan dozlarda sistemik VEGF
uygulamasinin flepte yasam oranlarini ve yeni damar olusumlarini anlamli sekilde
arttirdigi gosterilmistir (16). Ancak VEGF’in yari émrinin ¢ok kisa olmasi (3 ile 5
dakika arast), tekrarlayan dozlara ihtiya¢c duyulmasi nedeniyle klinikte pratik olarak
uygulanmasini imkansiz kilmistir. Bununla beraber Kumiko ve ark. tarafindan
anestezi pratiginde cok sik uygulama alani bulan midazolamin, VEGF plazma
dizeylerini uygulama sonrasi 8. saatte baslayarak yukselttigini ve inflizyonun
kesilmesinden sonraki 2. saatte plazmada en yuksek seviyeye ulastigini
gosteremeleri ile midazolamin flep yasam oranlarini artirabilecegini duslinerek bu

calismayi yaptik (21).

Yapilan calismalarda VEGF’in flep yasam oranlarini ve 6zellikle kritik zonda
yeni olusan damar sayilarini anlamli sekilde arttirdigi ortaya konmustur. Biz de bu
artisin en fazla tekrarlayan sistemik dozlarda VEGF uygulamasi sonrasi goruldigu
ve midazolam uygulamasi sonrasi VEGF dlzeylerindeki artisin 8 saat sonra baslayip
infuzyonun kesilmesinden sonraki 2. saatte en yiksek seviyeye c¢ikmasi nedeniyle
preoperatif 10 ve 2 saat dnce, operasyona baslarken ve postoperatif 24 ve 48’inci
saattlerde midazolam uyguladik. Biz flep modeli olarak tekrarlayan VEGF dozlarinin
verildigi calismadaki modeli uyguladik (16). Uyguladigimiz midazolam dozunu ise
daha 6nce yapmis oldugumuz 6n calismanin sonuglarindan yola cikarak ratlarda
ketaminle beraber kullanilabilecek en yiiksek doz olan 15mg/kg olarak belirledik.
Midazolam dozunu daha fazla yukselttigimizde ise ratlarin 6ldiginu gozledik.

Kumiko ve ark. midazolam uygulamasini sirekli inflizyon seklinde
intravendz yoldan yapmis ve damar endotelinden VEGF saliniminda midazolamin ve
aktif metaboliti olan a —hidroksimidazolamin etkili oldugunu bildirmislerdir (21).
Biz ise calismamizda intraperitoneal yolu kullandik. Bu uygulama yolu ile
midazolam Oncelikle portal sistemden gecmesine ragmen aktif metabolitine
karacigerde donlsttugu icin calismamizi olumsuz yénde etkilemeyecegini disundik.

Ancak midazolamin ve aktif metabolitinin kan diizeyini degerlendiremedik.
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Ancak calismamiz sonrasinda midazolam uygulamasinin ratlarda random
pattern fleplerde nekroz alanlarini azaltmadigini, yasayan flep alanlarinda kontrol
grubu ile tedavi grubu arasinda bir fark bulunmadigini gosterdik. Ayrica fleplerden
aldigimiz kesitlerden yaptigimiz immunohistokimyasal ¢alismalarda kontrol grubu
ile midazolam grubu arasinda yeni olusan damar sayilari acisindan da fark
olmadigini saptadik.

Her ne kadar midazolamin rat plazmasinda ve A-10 kiltir hucrelerinde
VEGF dizeylerini arttirdi§i gosterilmis olsa da, biz yaptigimiz bu calismada
midazolamin flep yasam alanlarini ve yeni olusan damar sayilarini arttirmadigini
gosterdik. Uyguladigimiz flep modeli ve flep kesitlerinde yeni olusan damarlari
gosterme yontemimiz genelde VEGF calismalarinda tercih edilen ve tekrarlayan
VEGF uygulanmasi modelindeki ile ayniydi (21). Ancak midazolami uygulama
yontemimiz intravendz inflizyon yerine tekrarlayan intraperitoneal bicimindeydi.
Uygulama yontemindeki farklihga bagh olarak flep yasam oranlarinin az olabilecegi
duslnulse de biz bu durumda intraperitoneal olarak uyguladigimiz midazolamin aktif
metaboliti Uzerinden VEGF dizeylerini arttirmasini bekledik.

Anestezi icin yaptigimiz ek ketamin uygulamasinin ise flep yasami lzerine
etkisi olmadigini gosteren calismadan yola cikarak olumlu ya da olumsuz etki
etmeyecedini  distindik(44). Ozellikle kritik zonda beklenen yeni damar
olusumlarinin sayisinin kontrol grubuna gore farklilik géstermemesi plazma VEGF
dizeyinin yeterli olamayabilecegi konusunda o6nemli bir bulgu oldu. Ancak
plazmada VEGF dizeylerini ve degisimlerini ayrica midazolamin ve metabolitlerinin
seviyelerini teknik olarak gosterme imkanimiz olmadigi icin belirleyemedik.

Literatiir taramamizda midazolamin VEGF diizeyleri tizerine etkisini gosteren
baska bir calismaya rastlamadik. Midazolamin ketaminle kimyasal reaksiyona
girdigini ve yapisinin bozuldugunu gosteren bir ¢alisma olmamasi nedeniyle kontrol
grubunu olumsuz olarak etkilemedigine karar verdik.

Sonug olarak, VEGF’ in flep yasamini ve midazolaminda plazma VEGF
dizeyini arttirdigini belirten calismalardan yola cikarak yaptigimiz bu deneyde
tekrarlayan intraperitoneal midazolam uygulamasinin flep yasam alanlari ve

anjiogenez Uzerine etki etmedigini gosterdik.
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SONUC

Tekrarlayan intraperitoneal midazolam uygulamasi ile random pattern rat flep

modelinde rat yasam alanlarinda kontrol grubuna gore artis yoktur (p > 0,05).

Fleplerden yapilan kesitlerde yeni olusan damar sayilari agisindan gruplar

arasinda istatiksel olarak anlaml fark yoktur (p > 0,05).
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