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OZET
Sicanlarda Mcfarlane Flep Modelinde Ripasudil’in Flep Yasayabilirligine
Etkisi
Dr. Halil Ibrahim KANLIKAMA

Flepler, kendi kan damarlar1 bulunan ve doku defektlerinin onariminda
kullanilan, rekonstriiktif plastik cerrahinin en temel yontemlerinden biridir. Viicudun
hemen her bolgesinde kullanilabilen fleplerin beslenmesi uzun yillardir {izerinde
calisilan ve hala gelisime ihtiya¢ duyan bir konudur. Flep yasayabilirliginin artirilmasi
ve nekrozun Onlenebilmesi i¢in yiizlerce yontem ve molekiil iizerinde calismalar
yapilmis ve ciddi basarilar elde edilmistir. Kismi ya da tam flep nekrozu, flep
basarisizliginin hala en nemli sorunu olup ilgi konusu olmaya devam etmektedir. Rho
kinazlar(ROCK), serin-treonin kinaz ailesine ait proteinlerdir. Esas olarak hiicrenin
seklini ve hareketini belirlerler. Rho kinaz inhibitorlerinin ise koroner vazospazm,
serebral vazospazm, anjina, pulmoner hipertansiyon, erektil disfonksiyon, glokom,
insiilin direnci gibi durumlarda potansiyel faydali etkileri gosterilmis, giinlimiize kadar
iki ROCK inhibitérii, Fasudil 1995 yilinda serebral vazospazm, Ripasudil 2014 yilinda
glokom tedavisi i¢in Japonya'da onaylanmistir. Ripasudil(K-115), yeni bir rho kinaz
inhibitori olup, goz i¢i basinci azalttigi, retinal mikrosirkiilasyonu ve okiiler kan
akimmi artirdifi  yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica akut akciger
hasarinda(ARDS), lipopolisakkaritlerle indiiklenen apoptozisi ve endotel hasarini,
inflamasyonu, koagiilasyonu, kontraksiyonu ve Odemi azalttigi gosterilmistir.
Literatiir taramasinda Ripasudil’in flep yasayabilirligi izerine etkilerine dair herhangi
bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda 28 adet rat randomize olarak dort esit gruba ayrildi(n=7). Grup 1
kontrol grubu olup herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi. Grup 2 plasebo grubu olup
postoperatif 0, 1 ve 2. giinlerde 12 saatlik araliklarla giinde iki doz olacak sekilde
2ml/kg serum fizyolojik uygulandi. Grup 3 diisik doz Ripasudil grubu olup
postoperatif 0, 1 ve 2. giinlerde 12 saatlik araliklarla giinde iki doz olacak sekilde
toplam 2mg/kg Ripasudil uygulandi. Grup 4 yiiksek doz Ripasudil grubu olup,
postoperatif 0, 1 ve 2. giinlerde 12 saatlik araliklarla giinde iki doz olacak sekilde
toplam 8mg/kg Ripasudil uygulandi. Tiim flepler postoperatif 7. giin total olarak

eksize edildi. Makroskopik olarak flep yasayan alanlar1 hesaplandi. Yasayan ortalama
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flep alanlarinin Grup 2’de %50, Grup 3’te %62, Grup 4’te %70 oldugu gozlendi.
Gruplar arasinda yasayan flep alani agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptand1(p<0.05). Histopatolojik olarak hematoksilen eozin, masson trikrom,
immiinohistokimyasal olarak ise VEGF ve eNOS antikorlar1 ile boyamalar yapildi.
Alman biyopsi 6rnekleri histopatolojik incelemede neovaskiilarizasyon, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, fibroblast proliferasyonu ve kollajen  depolanmasi
degerlendirilerek skorlama yapildi. VEGF, eNOS, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlari
PCR yardimiyla degerlendirildi. Yasayan flep alani, neovaskiilarizasyon, notrofil
sayilari, total inflamatuar hiicre sayilari, fibroblast proliferasyonu ve kollajen
depolanmalarindan elde edilen degerler istatistiksel olarak analiz edildi. Yasayan flep
alanlar1, neovaskiilarizasyon, notrofil sayilari, total inflamatuar hiicre sayilari, PCR ile
VEGF, eNOS, Bax ve Bcl-2 degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlami fark
saptand1(p<0.05). Fibroblast proliferasyonu ve kollajen depolanmasinda ise klinik
farklilik olsa da istatistiksel anlamli fark saptanmadi.

Morfolojik ve histopatolojik degerlendirmeler sonucunda Ripasudil’in flep
yasayabilirligine anlaml katki sagladig1 goriilmiistiir. Artan dozlarda uygulama ile
anlamli sonug elde edilmistir. Bu sonuglar hipotezimizi desteklemekte ve Ripasudil’in
flep yasayabilirligini artirmada kullanimi miimkiin, potansiyel faydali bir molekiil

oldugu sonucunu ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Flep yasayabilirligi, Mcfarlane Flep, Ripasudil, Rho kinaz

inhibitori.
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ABSTRACT
The Effect of Ripasudil on Flap Viability in the Mcfarlane Flap Model in Rats
Dr. Halil ibrahim KANLIKAMA

Flaps are one of the most basic methods of reconstructive plastic surgery, which
have their own blood vessels and are used to repair tissue defects. Nutrition of flaps,
which can be used in almost every part of the body, is a subject that has been studied
for many years and still needs improvement. In order to increase flap viability and
prevent necrosis, studies have been carried out on hundreds of methods and molecules
and serious successes have been achieved. Partial or complete flap necrosis is still the
most important problem of flap failure and continues to be of interest. Rho kinases
(ROCK) are proteins belonging to the serine-threonine kinase family. They mainly
determine the shape and movement of the cell. On the other hand, the potential
beneficial effects of Rho kinase inhibitors in conditions such as coronary vasospasm,
cerebral vasospasm, angina, pulmonary hypertension, erectile dysfunction, glaucoma,
insulin resistance have been demonstrated. Two ROCK inhibitors, Fasudil in 1995 for
the treatment of cerebral vasospasm, Ripasudil in 2014 for the treatment of glaucoma,
have been approved in Japan. Ripasudil (K-115) is a new rho kinase inhibitor and it
has been shown in studies to decrease intraocular pressure, increase retinal
microcirculation and ocular blood flow. It has also been shown to reduce
lipopolysaccharide-induced apoptosis and endothelial damage, inflammation,
coagulation, contraction and edema in acute lung injury (ARDS). In the literature

review, there are no studies on the effects of Ripasudil on flap viability.

In our study, 28 rats were randomly divided into four equal groups(n=7). Group
1 was the control group and no surgical procedure was applied. Group 2 was the
placebo group, and 2 ml/kg saline was administered twice a day at 12-hour intervals
on postoperative days 0, 1 and 2. Group 3 was the low-dose Ripasudil group, and a
total of 2mg/kg Ripasudil was administered twice a day at 12-hour intervals on
postoperative days 0, 1 and 2. Group 4 was the high-dose Ripasudil group, and a total
of 8mg/kg Ripasudil was administered twice a day at 12-hour intervals on
postoperative days 0, 1 and 2. All flaps were completely excised on the 7th
postoperative day. The areas of flap living were calculated macroscopically. It was
observed that the average living flap area was 50% in Group 2, 62% in Group 3, and
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70% in Group 4. A statistically significant difference was found between the groups
in terms of living flap area (p<0.05). Staining was done with Hematoxylin eosin,
Masson trichrome histopathologically, and VEGF and eNOS antibodies
immunohistochemically. Biopsy specimens were scored by evaluating
neovascularization, inflammatory cell infiltration, fibroblast proliferation and collagen
deposition in histopathological examination. VEGF, eNOS, Bax and Bcl-2 gene
expressions were evaluated by PCR. Values obtained from living flap area,
neovascularization, neutrophil counts, total inflammatory cell counts, fibroblast
proliferation and collagen deposition were statistically analyzed. A statistically
significant difference was found in the evaluations of living flap areas,
neovascularization, neutrophil counts, total inflammatory cell counts, VEGF, eNOS,
Bax and Bcl-2 by PCR (p<0.05). Although there were clinical differences in fibroblast

proliferation and collagen deposition, no statistically significant difference was found.

As a result of morphological and histopathological evaluations, it was seen that
Ripasudil contributed significantly to flap viability. Significant results were obtained
with increasing doses. These results support our hypothesis and suggest that Ripasudil

is a potentially useful molecule that can be used to increase flap viability.

Keywords: Flap viability, Mcfarlane Flap, Ripasudil, Rho kinase inhibitor.
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GIRIS

Konjenital ya da edinilmis defektlerin uygun form ve fonksiyonda onarimi
plastik cerrahinin en temel ugraslarindan biridir. Flepler uzun zamandan beri bu amaca
yonelik olarak kullanilmaktadir. Her gecen yil flep fizyolojisini ve sorunlarini
irdeleyen calismalar yapilmasina ragmen, flep kaybi plastik ve rekonstriiktif cerrahi
acisindan 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Uygulanan serbest fleplerde
total flep kayb1 %1-6, kismi flep kaybi serbest fleplerde %6-20, pedikiillii fleplerde
%?20-35 oranindadir. Flep kayb1 ve komplikasyonlarin gelismesinde cerrahi teknige
bagli durumlar ile hastaya bagli lokal ve sistemik faktdrler 6nemli yer tutmaktadir.
Komplikayonlarin azaltilmasinda delay yontemleri, farmakolojik tedaviler, sistemik
durumlan 1iyilestirmeye yonelik miidahaleler dahil olmak {izere bir¢ok ydntem

uygulanmaktadir.

Rho kinazlar, serin-treonin ailesine ait olan ve inhibisyonlar1 viicutta birgok
maddenin tretimini etkileyen proteinlerdir. Rho kinaz inhibitorlerinin ise astim,
kardiyak iskemi, erektil disfonksiyon, bobrek yetmezligi, insiilin direnci, glokom,

kanser gibi hastaliklarda potansiyel terapotik etkileri mevcuttur[1].

Ripasudil, selektif bir Rho kinaz inhibitorii olup 2014 yilinda Japonya’da
glokom tedavisi i¢in onay almistir. Glokom hastalarinda hiimér akoziin disa akigini
artirdig1r ve goz i¢i basinci diisiirdiigi gosterilmistir[2]. Bunun yaninda optik sinir
bagina kan akimini artirdigini ve akut akciger hasarinda inflamasyonu ve apoptozisi

azalttigini gosteren ¢alismalar mevcuttur[3,4].



GENEL BILGILER
FLEP TANIMLAMASI VE SINIFLANDIRMA

Flep Tanimm

Flepler, ¢ok sayida konfigiirasyonu bulunan, vaskiiler kaynag: ile birlikte alici
alandan donor alana transfer edilebilen dokulardir. Cilt gibi tek bir doku igerebilecegi
gibi kas, kemik, kikirdak, fasya gibi yapilar1 ve bunlarin kombinasyonlarini igerecek
sekilde planlanabilir. Travma ya da cerrahi rezeksiyona sekonder olarak gelismis
yaralar ve doku defektleri ile kan akimi yetersiz olan ve kemik, kikirdak gibi dig
ortamla temasinin komplikasyonlara neden olacagi yapilarin onariminda kullanilirlar.
Ozellikle hem fonksiyon hem de estetigin &n planda oldugu anatomik alanlar igin en

kullanish secenekler fleplerdir.

Flep Tarihcesi

Fleplerin ilk kullanimi, M.O. 6-7. yiizyilda Hindistan’da yasamis olan, burunda
doku defekti bulunan geng bir kadina alin flebi ile rekonstriiksiyon gerceklestiren
Sushruta’ya dayandiriimaktadir (Sekil 1). 16. yiizyila gelindigindeyse Italyan cerrah
Gaspare Tagliacozzi yine burun rekonstriiksiyonu i¢in koldan transfer ettigi iki

asamal1 flebini tanimlamustir.

Cerets Moy, Ot 4707 7. L. BEZ,
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Sekil 1.Sushruta burun rekonstriiksiyonu.
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Sekil 2. Gaspare Tagliacozzi burun rekonstriiksiyonu 16. yy.

Uzun yillar sessizligini koruyan flep konusu nihayet ikinci diinya savasi 6ncesi
yeniden glindeme gelmistir. Bu siirecte cerrahi konseptin deneysel olarak gelisimi,
anatomik bilgi birikiminin artmasi, cerrahi anastomoz ve binokiiler mikroskobun
kullanima girmesiyle 6nemli gelisme kaydedilmistir. 1862 yilinda ilk gercek aksiyel
paternli cilt flebi Londra Kraliyet Koleji’nde ¢alismakta olan John Wood tarafindan
tanimlanmistir. John Wood sekiz yasinda yanik nedeniyle elinde kontraktiir gelisen

hastaya groin flebini uygulayarak literatiire gegmistir[5].

1892 yilinda Italyan cerrah Ignio Tansini, radikal mastektomi sonrasi olusan
cilt defektini latissimus dorsi cilt flebi ile onarmistir. Flepte kismi nekroz gelisse de bu
latissimus dorsi flebin temelini olusturmus ve Tansini’nin vaskiiler paterni arastirarak
latissimus dorsi flebini kas ile beraber eleve etme fikrini gelistirmesini saglamistir[6].
19. yiizyilin sonlarinda Carl Manchot deri kanlanmasini, derin kutandz arterleri ve

kastan ayrilma paternlerini detayli olarak tanimlamistir[7](Sekil 3). 1930 yilinda ise



Fransiz anatomist ve cerrah Michel Salmon kutanoz arterlerle ilgili en kapsamli ve
tanimlayict calismalari gerceklestirmistir ve giinlimiizde de bu tanimlamalar

gegerliligini korumaktadir[8].

Sekil 3. Carl Manchot, medial ve posterior bacak arteriyel kutan6z vaskiiler agi[7].

1950-1975 yillarinda Gywn Mcgregor ve Ian A. Morgan fleplerde random ve
aksiyel dolasim paternlerini agiklamaya ¢aligmislardir. Bunlara ek olarak ameliyat
mikroskobunun kullanilmaya baslanmasi, ug-uca anastomoz denemeleri ile de
mikrovaskiiler serbest doku aktarimi ortaya g¢ikmistir[9]. 1950’lerin sonlarinda
Japonya, Amerika ve Sovyetler Birliginde ampute uzuvlarin replantasyonu ile ilgili
deneysel caligmalar yapilmistir. Tiim bu calismalar Jacobson ve Suarez’in 1960
yilinda 1 mm’lik damar anastomoz iizerine baslamistir[10]. 1960’larda
mikrocerrahinin babasi sayillan Buncke ilk basarili ampute tavsan kulag
replantasyonunu, 1965’te Tamai ilk total ampute bas parmak replantasyonunu
gerceklestirmistir[11]. Bunun yaninda Bakamjiyan 1965°te deltopektoral flebi, Krizek
ve arkadaslar1 superfisyal sirkiimfleks damarlar iizerinden ilk serbest doku transferini,
1973’te Daniel ve Taylor serbest groin flebini, Ralph Ger ise basarili bir takim kas
fleplerini vaka serisi olarak tanimlamis ve yaymlamislardir[12-15]. 1979°da Mathes

ve Nabhai, halen gegerli olan sistematik kas siniflamasini tanimladilar[16]. 1981°de



Mathes ve Nahai kas fleplerini vaskiiler anatomilerine gore siiflamislardir. 1987°de
Taylor anjiozom kavramini tanimlamis ve viicudu bir arterden kaynaklanan ve alt
gruplara ayrilabilen 40 adet anjiozom bolgesine ayirmigtir. Kaynak damarin
besledigi cilt adasina anjiozom denir. Taylor ve Palmer, bu anjiozom alaninda fleplere
kan akimi saglayan ti¢ boyutlu bir damar aginin varligindan bahsetmislerdir[17](Sekil
4).
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Sekil 4. Derinin kan akimi.
Fleplerin Simiflandirilmasi
Flepler, genellikle kozmetik ya da diger endiselerle deri greftlerinin
kullan1lamadigy, alict sahada vaskiiler sorunlarin oldugu kondisyonlarda kullanilirlar.

Fleplerin siniflamasi bir takim farkli 6zelliklerine gore yapilmaktadir.

1. Dolasimina gore fleplerin siniflandiriimasi
e Direkt damarlar
v Aksiyel
v" Septokiitan



v" Endosteal
e Indirekt damarlar
v Myokiitan
v" Periosteal

2. Kompozisyonuna gore fleplerin siniflandirilmasi
o Deri flepleri
e Fasiyokiitan flepler
e Kas-Kas deri flepleri
e Osseokiitan flepler
e Visseral flepler
3. Hareket kabiliyetine gore fleplerin siniflandiriimasi
A. Lokal flepler
v llerletme flepleri
v" Rotasyon flepleri
v" Transpozisyon flepleri
v Interpolasyon flepleri
B. Uzak Flepler
v' Direkt flepler
v Indirekt flepler: Tiip flepler, interpolasyon flepleri
v’ Serbest flepler

Flep fizyolojisi

Flep cerrahisinde bir cilt flebi elde edilirken normal cilde gore farkli stres
durumlar1 gelisir. Bu stres durumu, lokal doku travmasi ve azalmis ndrovaskiiler
destek nedeniyle olusur. Cildin bu travmadan saglikli bi¢imde kurtulabilmesi cildin

anatomisi ve fizyolojisinin yani sira cildin verecegi kutandz tepkinin bir yansimasidir.

Derinin termoregiilasyon, koruma ve duyu olmak iizere {i¢ ana gdrevi vardir.
Termoregiilasyon ve beslenme derinin benzersiz kan akimi sayesinde olur. Deriye kan
akimi muskiilokiitan, direkt kiitanoz ve septokiitan olmak iizere {ic ana yol ile
gerceklesir. Literatiirde tanimlanan, cilt ve superfisyal yumusak dokular igerisinde

yerlesen, dermal, subdermal, subkutan, prefasyal ve subfasyal ag olmak iizere bes



farkli vaskiiler pleksus mevcuttur. Flep cerrahisinde sag kalimi etkileyen bu ¢ok

gelismis yapinin sagladigi kan akimidir (Sekil 4,5).

Deri, termoregiilasyon ve hemostaz saglamadaki roliinii kan akim hizini artirip
azaltarak gergeklestirir. Deriye normal hemodinamik durumlarda bile olan kan akimi
minimal ihtiyacin 10 kati olacak sekilde gerceklesmektedir. Hipertermide kan akimi
vazodilatasyon yolu ile hizlanirken hipotermide ise vazokonstriiksiyon yolu ile
yavaglar. Retikiiler dermiste bulunan kapiller damar ag1 ve arteriyoller sfinkter gorevi
gorerek hipoksi ve artmis metabolik ihtiyaca cevap olarak gevseyerek kan akimini
artirirlar. Bunun yaninda papiller dermiste arteriyovendz santlar bir ag olustururlar ve
cildin termoregiilasyon ve hemodinami fonksiyonunu gergeklestirmesini saglarlar.
Arteriyoller, lokal otonom norepinefrin ve asetil kolin salgisina cevap olarak presant
kapiller gorevi gorerek sistemik kan basinci ya da 1s1 degisikligi durumunda kan

akimini artirip azaltirlar[18].

Sekil 5. Kutano6z vaskiiler pleksuslar[18].

Derinin kan akimi sistemik ve lokal olarak diizenlenir. Sistemik olarak
ozellikle noral kontrol 6n plandadir. Primer olarak sempatik liflerin alfa adrenerjik
lifleri vasitasiyla vazokonstriiksiyon, beta adrenerjik liflerle de vazodilastasyon
yaparlar. Diiz kas tonusu bu yolla diizenlenerek kan akimi regiile edilir. Humoral
regiilasyon ise sistemik vazoaktif modiilatorler olan epinefrin ve norepinefrinin
reseptorleri lizerinden vazokonstriiksiyon ile gergeklesir. Regiilasyonda gorevli diger

vazokonstriiktorler tromboksan A2, prostaglandin f2a ve serotonin, vazodilatorler ise



prostaglandin E1(PGE1), prostaglandin 12(prostosiklin), histamin, bradikinin,
16kotrien C4 ve 16kotrien D4’tiir[19].

Flep Kayb1

Fleplerin parsiyel ya da total nekrozu oOnemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Kerrigan ve ark.’larina gore flep kaybinda ekstrensek ve intrensek
faktorler rol oynamaktadir. Ekstrensek faktorler, sistemik olarak; enfeksiyon,
ateroskleroz, malniitrisyon, hipotansiyon, lokal olarak; basi, gerilim, anostomoz
hattinda tromboz ve pedikiil katlanmasi olarak 6zetlenebilir. Ekstrensek faktorlerin
aksine bilinen tek intrensek faktor ise yetersiz kan akimidir. Flep kaybini azaltmaya
yonelik ¢aligsmalar geciktirme fenomeninin farmakolojik olarak taklit edilmesi tizerine
yogunlagsmis ve bir ¢ok ajan bu amagla kullanilmistir. Flep elevasyonu sonras1 flep
distalinde diisen perfiizyon basinci ve salinan vazokonstriiktér nérotransmitterler en
distalde kan akimimin azalmasimna neden olmaktadir. Ekstrensek ve intrensek
faktorlerin de negatif etkisiyle iskemi siiresi uzadik¢a nihai sonug olarak en distalde
nekroz gerceklesir. Kerrigan ve ark.’lar1, ekstrensek faktorlere ek olarak intrensek kan
akimindan daha biiyiik planlanan flepler ile arteryel ve vendz tromboz durumlarinda
flebin nekroza gidecegini ifade etmislerdir[20]. Isaretlenmis mikrosferler ile
gergeklestirilen calismalar flep elevasyonunu takiben pedikiillii flebin bazalinde akim
devam ederken flep distalinde kan akimi ilk 6-12 saat iginde %?20’°nin altina kadar
indigini gostermektedir. Akim ilk iki hafta iginde normal kan akiminin %75’ine

ardindan yaklasik ti¢ dort hafta igerisinde ise %100’¢ kadar yiikselmektedir[21].

Flep Yasayabilirligini Etkileyen Faktorler ve Farmakolojik Ajanlar

Flep cerrahisi sirasinda flep yasayabilirligini etkileyen ¢ok sayida faktor
bulunmaktadir. Uygun donér alan sec¢imi, alict sahanin operasyon oncesi nekroze
yapilar ve debrislerden arindirilmasi, 6dem ve bakteri yiikiinlin azaltilmasi, alic1 saha
kan akiminin yeterli diizeyde olmasi, mevcut sistemik komorbiditelerin diizeltilmesi,
0zenli cerrahi teknik ve dogru flep se¢imi ve dizayni hastaya ve cerraha bagli dnemli
kriterlerdir. Ayrica non invaziv flep monitdrizasyonu postoperatif donemde onem
kazanmaktadir[22].

Flep planlamasi bir flebin basarisin1 belirleyen en 6nemli kriterlerden biridir.
Planlamada ise dikkat edilmesi gereken en boy oranlari mevcuttur. Genellikle cilt

flepleri random pedikiillii olarak planlanir ve en boy oranlar1 arasindaki denge, bas ve



boyun fleplerinde 1:4, 1:5 olabilirken alt ekstremite fleplerinde giivenli oran 1:1,
1:2’dir.

Cevresel fiziksel etmenler olarak nemli ortam, yara iyilesmesine ve flep
canliligina, kuruyarak nekroze giden alanlarin canliligini artirarak katki sunar.
Hipotermi metabolik ihtiyaci azaltsa da hipertermi kan reolojisini degistirerek ve
vizkoziteyi azaltarak fayda saglayabilmektedir. Hiperbarik oksijen tedavisi de yine
flep yasayabilirligini artiran bir bagka yontem olarak kullanilmaktadir.

Farmakolojik ajanlar uzun zamandir flep yasayabilirligini artirmak ig¢in
kullanilmakta ve birgok basarilt ajan bulunmaktadir. 1944 yilinda kan volim
replasmani amaciyla kullanima giren polisakkarit yapili Dekstran giiniimiizde hala
kullanilmaktadir. Dekstran 40 ve dekstran 70 olarak iki formu mevcuttur. Trombosit
agregasyonunu azaltir, vVWF’yi inhibe eder, fibrin yapisin1 ve kanin reolojik yapisini
degistirerek etki eder. Anaflaksi, pulmoner 6dem, bobrek yetmezligi, kanama gibi yan
etkileri mevcut olup siire ve doz bakimindan dikkatle kullanilmaktadir[23].

Heparin, antitrombin II’e(AT III) baglanarak etki eder. Trombini inhibe
ederek pihtilagsmay1 bozar. Mikrovaskiiller anostomozda damar i¢i irrigasyon amaciyla
ya da sistemik olarak sik¢a kullanilmaktadir. Kanama ve hematom komplikasyonlari
yapabilmektedir.

Ozellikle vendz konjesyonda siiliik tedavisi uygulanabilmekte, salgiladig
hiriidin vasitasiyla aktive trombine baglanip inhibe ederek antikoagiilan etki gosterir
ve vendz yiikii azaltirlar. Hyaliironidaz vasitasiyla ise vazodilatasyon yaparlar.
Arteryel yetmezlikte kontrendikedir. Enterik bir bakteri olan Aeromonas hydrophila
ile yumusak doku enfeksiyonuna neden olabilir. Bu nedenle tedaviye ii¢lincii kusak
sefalosporin ya da aminoglikozid eklenmesi gerekebilmektedir[24].

Aspirin bir siklooksijenaz(COX) inhibitdriidiir, arasidonik asit, tromboksan ve
prostasiklini dolayisiyla platelet agregasyonu ve vazokonstriiksiyonu azaltir.

Pentoksifilin, deri perfiizyon ve oksijenizasyonunu etkileyen reolojik 6zellikler
gosteren bir ajandir. Periferik vaskiiler hastaliklarda kullanilmaktadir. Platelet
agreasyonunu azaltir, fibrinojen seviyelerini diistiriir, hafif vazodilator etki gosterir ve
eritrosit fleksibilitesini artirarak flep yasayabilirligini artirdigi diistiniilmektedir. Fakat
farkli caligmalar farkli sonuglar elde etmis olup etkisinin sinirli oldugunu diisiinen

arastirmacilar da mevcuttur[19,25,26].



Nitrogliserin vazodilatér bir ajandir. Bu ajanin endotelyal hiicrelerden
sentezlenen prostoglandin(PGI2) sentezini etkileyerek trombosit agregasyonunu
inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Hemodinamik etkisi daha ziyade venler tizerinedir[27].

Topikal vazodilator olarak, 6zellikle mikrovaskiiler flep cerrahilerinde en sik
Papaverin, Lidokain ve Kalsiyum kanal blokdrleri(nifedipin ve verapamil)
kullanilmaktadir. Papaverin, bir opioid alkaloidi olup arteryel iskemiye bagli periferal
iskemide diiz kas gevseticisi olarak etki eder. Kalsiyum kanallarina baglanir ve
cAMP’yi artirarak etki eder. Lidokain potent bir lokal vazodilator ajandir, voltaj kapili
sodyum kanallarin1 inhibe ederek vazodilatasyon yaparlar, %2’lik soliisyonu
mevcuttur. Kalsiyum kanal blokdrleri, diiz kas membranindaki L tipi voltaj kapili
kalsiyum kanallar1 vasitasiyla diiz kas gevsemesi yapar. Yapilan bir caligmada
kalsiyum kanal blokdrlerinin papaverin ve lidokain’den daha potent vazodilatasyon
yaptigi ifade edilmistir[28].

Sican Kaudal Tabanh McFarlane Flebi

1965 yilinda Robert Mcfarlane ve ark. tarafindan tanimlanan flep 6zellikle
geciktirme fenomeni iizerine calismalarda sik¢a kullanilmistir. Random dolagim
paternine sahip bu flep kolay elde edilmesi ve standart nekroz oranlari sayesinde
sonraki yillarda da popiiler olmustur. Ilk olarak kranial tabanli tasarlanan flep her iki
skapula ve posterior iliak ¢ikintilar arasinda planlanmaktaydi. Flepte standart nekroz
oranlarini yakalamak amaciyla Roger Khouri ve ark. kaudal tabanli, eni ti¢ ve dort cm
olarak modifiye halini tanimladilar. Bu ¢alismada ti¢ cm eninde kaudal tabanli flebin

tutarli nekroz oranlart sagladigini bildirdiler.

Flep diseksiyonu, deri altinda bulunan pannikulus karnozus kasi flebe dahil
edilerek derin fasyaya kadar gerceklestirilir. Flep bu alandaki avaskiiler, areolar

plandan eleve edilir. Kaudal dallar korunarak prosediir tamamlanir[29](Sekil 7).
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Sekil 6. Kaudal tabanlt Mcfarlane flep.

RHO KINAZLAR VE RHO KiNAZ iINHIBITORLERI

Rho Kinaz Tanimi

Rho, guanin niikleotid degisim faktorleri(GEF) tarafindan aktive edilebilen

kiigiik bir GTPaz’dir. GTP’ye bagli RhoA ¢esitli substratlar1 fosforile etmek i¢in Rho

Kinazlar1 aktive eder. Ornek olarak miyozin hafif zincir fosfatazin(MLCP) myosin

baglanma alt biriminin ROCK tarafindan fosforilasyonu, aktin hiicre iskeleti

degisikliklerine aracilik eden myosin hafif zincir(MLC) fosforilasyonunu inhibe eder.

ROCK ayrica miyozin hafif zinciri direkt olarak da fosforile edebilir. LIM

kinazlar(LIM Kinaz 1 ve 2) ise aktin filamanlarin regiilasyonunda etkilidirler(Sekil 7).
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Sekil 7. Rho/Rho kinaz sinyal yolagi.
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ROCK, agirlig1 yaklasik 160kDA olan cAMP bagimli protein kinaz ailesinin bir
tiyesidir. Rho kinaz N-terminal bolgesindeki katalitik(kinaz) alan, orta boliimde
bulunan kivrilmis-kivrim(coiled coil) alan, C-terminal bolgesinde bulunan ve sisteince
zengin(SZ) bolimden olusan plekstrin homologu(PH) alan olmak {iizere {i¢ ana
bolimden olusur. Rho kinaz iizerinde Rho’nun baglandigi bolge(RBB) C-terminal
bolgededir. RhoA-GTP etkilesimiyle ROCK-1 ve ROCK-2 olarak iki formu izole
edilmistir. ROCK izoformlarinin total aminoasit dizisinin %60’1 ayn1 olup, kinaz
bolgesi %90 benzerlik gostermektedir. Bunun yaninda miyozin hafif zincir(MLC),
miyozin hafif zincir fosfataz(MLCP), LIM kinaz(LIMK) ve S6 peptid gibi bazi
substratlarda da benzerlik tasirlar ve bu durum biyolojik aktivitelerindeki benzerligi
de aciklamaktadir. ATP baglayici kisimlarinda ise benzerlik %100°diir. Bu durum
selektif inhibitoriin olmadigi durumlarda ikisinin de inhibe olmasi agisindan énem

kazanmaktadir[1,30](Sekil 8).
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Sekil 8. ROCK I ve II yapisi.

Rho Kinazlarin Etkileri

1996 yilinda Narumiya ve ark. insan hiicrelerinde ROCK-1 ve ROCK-2’yi
kesfettiklerini agikladilar. Northern blot yontemi ile ROCK-1’in beyinde
bulunmadigini ancak kalp, akciger, karaciger, pankreas, iskelet kas1 ve bobrekte ifade

edildigini gosterdiler[22,23]. Calismada ayrica tiim fare dokularinda ROCK-1 ve
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ROCK-2 mRNA ekspresyonu oldugunu, ROCK-1’in 6zellikle karaciger, dalak,
bobrekte, ROCK-2’nin ise beyin ve iskelet kasinda oldugunu gosterdiler. 1999 yilinda
Takahashi ve ark. insan ROCK-2 izoformunu beyin cDNA Kkiiltiiriinde izole ettiklerini
bildirdiler[33].

ROCK-1 ve ROCK-2’nin benzer Ozelliklerinin yani sira farkliliklarinin da
olabilecegi konusunda teori lireten Narumiya ve ark. sonraki ¢alismalarinda ROCK-2
sentezi olmayan fareler lrettiler. Bu fareler %90 oraninda abortusla sonuglandi.
Yasayan fareler ise ciice fakat normal gelisim gosteren ve fertil olan canlilardi.
Oliimlerin ise embriyo plasenta arasinda tromboz ve trofoblast kaybina bagl oldugunu
ifade ettiler[34]. Benzer bir ¢alismada ROCK-1’den yoksun farelerde ise dogumda

gozlerin acik oldugu ve neonatal omfalosel bulundugu gézlendi.

Bu durum ise goz kapaginda aktomiyozin dagilim kusuru ve gobek baginda
aktin birlesim defekti ile agiklandi[35]. 2013 yilinda Shi ve ark. yaptigi ¢alismada,
ROCK-1 ve ROCK-2’den yoksun fare embriyonik fibroblastlari ile ¢alistilar. ROCK-
1 yoklugunda ciltte biiziisme, detasman ve apoptoz oldugunu, ROCK-2 yoklugunda
ise hiicre adezyon bozuklugu oldugunu ifade ettiler. Bu yolla ROCK-1’in aktin hiicre
iskeleti destabilizasyonundan, ROCK-2"nin ise kofilin fosforilasyonu vasitasiyla aktin

hiicre iskeleti stabilizasyonundan sorumlu oldugunu gosterdiler[36].

Rho Kinaz Inhibitérleri

1954 yilinda protein kinazlarin kesfinden yaklagik 50 yil sonra ilk selektif
tirozin kinaz inhibitorii olan Gleevec(Imatinib) KML dahil birgok kanser icin onay
aldi[37]. 2009 yilinda ilk sekiz kinaz inhibitor ilacin yeniden gozden gegirildigi
kapsamli ¢alisma sonrasinda, 19 kiiciik molekiillii protein kinaz inhibit6r ilag daha
FDA onayr aldi. Bunun yaninda son 20 senede bir¢ok Rho kinaz inhibitorii
kesfedilmistir. Farkli hedef molekiilleri mevcut olmasina ragmen tiim kinaz
inhibitorleri ATP’nin terminal fosfatini hedef molekiile transfer ederler. Protein kinaz
inhibitor ailesi aksiyon mekanizmalarina gore dort grupta siniflandirilmistir. Bunlar;
Tirozin, serin, treonin ve histidin kinazlardir. Serin-Treonin ailesine ait olan Rho kinaz
inhibitorleri de ayn1 sekilde ATP kompetetif kinaz inhibitoriidiir. Giiniimiize kadar
170’in iizerinde Rho kinaz inhibitorii kesfedilmistir. Klasik Rho kinaz inhibitorleri

izokinolin bazli Fasudil(28) ve onun deriveleridir. Fasudil 1995 yilinda Cin’de ve
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Japonya’da klinik kullanim alan ilk Rho kinaz inhibitoriidiir. Ripasudil ise 2014

yilinda Japonya’da glokom tedavisi i¢in onay almistir[1].

Rho Kinaz Inhibitorlerinin etkileri

Rho kinaz inhibitér molekiilleri, ¢ok genis etki alanina sahip, goérece yeni
sayilabilecek ve potansiyel terapotik etkileri genis bir alandir. Hali hazirda faz [ ve faz
II agamalarinda ¢ok sayida molekiiliin ¢alismalar1 devam etmektedir. Rho kinazlarin
etki alaninda olan diiz kas hiicre kontraksiyonu, hiicre proliferasyonu, adezyon ve
migrasyonu gibi durumlar, Rho kinaz inhibitorlerinin hedefidir. Bu durumla baglantili
olarak kardiyovaskiiler hastaliklar[29,30], pulmoner arteryel hipertansiyon[40],
ozellikle glokom olmak tiizere okiiler hastaliklar[32,33], erektil disfonksiyon[43],
kanser[35,36], gastrointestinal hastaliklar[46] gibi patolojilerde potent terapotik
etkileri mevcuttur. Benzer sekilde yakin doénem c¢alismalarda Rho kinaz
inhibitorlerinin idiyopatik pulmoner fibrosis[47] ya da intestinal fibrozis[48] gibi
fibrotik durumlarin tedavisindeki rolleri artan ilgiyle takip edilmektedir.

RIPASUDIL

Ripasudil, fasudil derivesi olan, yiiksek spesifik ve selektif bir ROCK-1 ve
ROCK-2 inhibitoriidiir. Rho, efektér proteini Rho kinaz ile Rho/Rho kinaz
kompleksini olusturarak diiz kas kontraksiyonu, kemotaksis, noral hiicre biiylimesi ve
gen ekspresyonu gibi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenler. ilk olarak 2014 yilinda,
Japonya’da glokom ve okiiler hipertansiyon tedavisi i¢in onay almistir[49]. Trabekiiler
agda ifade edilen rho kinazlari inhibe ederek hiimor akoziin disa akimini artirir, hiicre
gbovdesinin hareketini ve seklini degistirir ve trabekiiler agdaki aktin demeti yapisini
bozarak diiz kas gevsemesi ve dolayisiyla géz i¢i basincinin diismesini saglar[50].
Glokom tedavisinde yan etki olarak ise hafif hiperemi yaptig1 gozlenmistir. 2018
yilinda Wada ve ark. yaptiklar1 calismada Ripasudil’in ratlarda vaskiiler dilatasyon
yoluyla optik sinir basina giden kan akimini artirdiklarini agiklamislardir[3].
Ripasudil’in dokularda proinflamatuar sitokinleri, apoptozisi ve oksidatif stresi azaltic
etkileri gosterilmistir[51]. Ayrica spinal kord yaralanmasi sonrasi noropatik agri

tizerine olumlu etkileri mevcuttur[52].

14



GEREC VE YONTEM
Calisma igin, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 05.04.2022 tarih ve 2022/03 sayili karar1 ile onay alinmasi sonrasi
calismanin yiiriitiilebilmesi amaciyla Pamukkale Universitesi Rektorliigii Bilimsel

Arastirma Projeleri(BAP) Koordinasyon Miidiirliigii’nden destek alindi.

Calismada 28 adet 250-300 gram agirliginda Sprague Dawley susu disi siganlar
kullanildi. Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi(PAUTF) Deney Hayvanlari
Aragtirma Laboratuvar1 tarafindan saglanan hayvanlar yine ayni laboratuvarda
‘PAUTF Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvart Usul ve Isleyis Esaslar’

dogrultusunda bakim ve degerlendirmeye alindi.

Siganlar uygun kafeslerde, 2242 °C sicaklikta, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik
ortamin saglandig1 kosullarda barindirildi. Hayvanlarin beslenme ihtiyaglari standart
hayvan yemi ve su verilerek diizenli olarak karsilandi. Sicanlar randomize bir bigimde

her grupta yediser adet denek olacak sekilde dort gruba esit olarak dagitildi.

Deney Protokolii ve Deneklerin Gruplandiriimasi
Deneyde kullanilan 28 adet sican randomize olarak her grupta esit denek olacak

sekilde gruplara ayrildi(n=7).
Grup 1: Kontrol grubu, herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2: Plasebo grubu, cerrahi ve 0. 1. ve 2. giinler, 0. ve 12. saatlerde

intraperitoneal 1ml/kg %0.9 serum fizyolojik enjeksiyonu uygulanda.

Grup 3: Diisiik doz ilag grubu, cerrahi ve 0. 1. ve 2. giinler, 0. ve 12. saatlerde

intraperitoneal 2mg/kg Ripasudil uygulandi.

Grup 4: Yiiksek doz ilag grubu, cerrahi ve 0. 1. ve 2. Giinler 0. ve 12. saatlerde
intraperitoneal 8mg/kg Ripasudil uygulanda.

Operatif Girisim

Cerrahi islemler steril kosullar altinda PAUTF Hayvan Deneyleri
Laboratuvarinda gerceklestirildi. Sicanlara genel anestezi amaciyla 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir uygulandi. Siganlarin sirt bolgeleri
tiraglandi. Cilt kalemi ile siiperiyor sinir bilateral skapula alt siniri, inferiyorda

posteriyor iliak ¢ikintilar isaretlenerek 3x9 cm’lik kaudal tabanli McFarlane flep
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siirlari ¢izildi. Povidon iyot soliisyon ile silindi ve steril olarak ortiilerek operasyona

basland1

Resim 1.Si¢an kaudal tabanli 3x9 cm Mcfarlane flep tasarimu.

Kraniyal ve lateral sinirlarin insizyonu sonrasi deri ve pannikulus karnozus kasi
icerecek sekilde 3x9 cm’lik kaudal tabanli flep kiint diseksiyonla eleve edildi.
Ardindan flep yerine iade edilerek 4.0 prolen ile siitiirasyon yapildi. Kapali pansuman
yapilarak operasyon sonlandirildi. Operasyon sonrasi siganlar tekli kafeslere alindi.
Grup 2’deki siganlara postoperatif 0, 1, ve 2. giinlerde 0. ve 12. saatte 1 ml/kg
intraperitoneal serum fizyolojik, Grup 3’teki sicanlara 2mg/kg Ripasudil, Grup 4’teki
sicanlara 8 mg/kg Ripasudil intraperitoneal uygulandi. Standart kosullar altinda (22 +
2°C, %40-60 bagil nem ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k periyodu) yeteri kadar

yem ve su verilerek barinmalari saglandi.
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Resim 2. Flep elevasyonu.

Resim 3. Flebin yerine iade edilmesi sonrasi.

Sakrifikasyon protokolii

Flep cerrahisinin postoperatif 7. giinii tiim si¢anlarin cilt flepleri, siitiirasyon
hattinin etrafindan histopatolojik degerlendirme i¢in total olarak eksize edildi. Flep
eksizyonlarinin tamamlanmasi sonrasi siganlarin tiimii servikal dislokasyonla sakrifiye
edildi.

Degerlendirmeler

Yiizey Alan Degerlendirmesi

Calismada flep nekroz oranlarinin belirlenmesi amaciyla postoperatif 7. giiniin
sonunda cilt flepleri, etrafinda bir cm saglam doku igerecek sekilde total olarak eksize

edildi. Alinan flepler kopiik bloklar {izerine ignelenerek tespit edildikten sonra esit
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mesafeden fotograflandi. Fotograflar Adobe Photoshop 2022(Adobe Systems. USA)
ve Windows 10(Microsoft Corporation. USA) yardimiyla grafiklestirildi.

Resim 4. Adobe Photosop 2022 ile ylizey alan hesaplamasi.

Histopatolojik Degerlendirme

Fleplerin histopatolojik olarak degerlendirilmesi, Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji Ana Bilim Dalinda gorevli bir histoloji 6gretim {iyesi tarafindan
degerlendirilen preparatin hangi gruba ait oldugu bilinmeksizin semikantitatif olarak

yapild.

Hematoksilen Eozin Boyanmasi

Tim c¢alisma gruplarindan canli-nekroze alan gegisinden alinan doku
orneklerinin bir bolimii %10’luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisi i¢ine konularak
saklandi. Bu dokulara 151k mikroskobik takip yontemi uygulandi ve parafin bloklama
isleminden sonra, deri dokusu histolojik degerlendirmesi igin dokular 5 pm seri
kesitler halinde hazirlandi. Kesitler hematoksilen eozin ile boyandi. Olympus BX-51
151k mikroskobu ve Olympus PP72 Dijital Kamera ile incelenerek alinan goriintiiler
kaydedildi.
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Immiinohistokimyasal boyama

Doku orneklerinin bir boliimii ise ayrilarak immiin boyama yapilmak iizere
hazirlandi. Daha 6nceden tarif edildigi gibi %10’luk tamponlu formaldehit ¢ozeltisi
icinde saklanan dokulardan elde edilen 5 um seri kesitlerin immunhistokimyasal
boyamasinda ise VEGF ve eNOS ticari antikor kitlerinin 6nerilen protokolii uygulandi
ve antikorlarina 6zel skorlamalar kullanilarak degerlendirmeleri yapildi. Olympus BX-

51 151k mikroskobu ve Olympus PP72 Dijital Kamera ile incelenerek alinan goriintiiler
kaydedildi.

Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu
Calismamizda kontrol grubu, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’ten 50 mg agirliginda,
nekrotik saglikli doku gecisinden olacak sekilde dokular alinip 15 ml Falkon tiipii

icinde 1 ml Trizol icine konularak -80°C de muhafaza edildi.

Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve saflign Nanodrop cihazi (Thermo)
yardimi ile tespit edildi. Nanodrop ile RNA 6rneklerinin 6l¢iilmesinde 6ncelikle uygun
konsantrasyonlarda(cihazin 6l¢ebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-3000 ng/pl'dir)
RNA ornekleri tespit edildi. Ardindan 1ul RNAse free water ile Nanodrop cihaz
kaidesi lizerine bir damla birakildi ve bilgisayardaki program analizi (ND1000 V3.6.0)
ile kor alindi. Sonrasinda RNA 6rneklerinden 1pl olacak sekilde pipetlenip 260,280
nm'de okuma yapildi. Elde edilen RNA’lar ependorf iginde -80°C’de saklandu.
Nanodrop cihazinda 260-280 dalga boyunda ve konsantrasyon ic¢in ng/ul olarak
bakildi.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)

Gen ekspresyon Uriiniiniin kantitasyonu amaciyla kullanilan hassas molekiiler
bir metottur. Bu yontem ile RNA o6rnekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede
analiz edilebilmekte, ¢ok sayida Ornek calisilabilmektedir. Gergek zamanli RT-
PCR’da tirtinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu yiizden elektroforez,
PCR iirliniiniin mor otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlere gerek
kalmamaktadir. Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen RT-PCR sistemi
kullanilmistir. Diisiik ve yiiksek dozlu Ripasudil uygulamasi sonrasinda ilgili hiicre
dizini kullanilarak, hiicre dongiisiinde rol alan genlerin RNA diizeyindeki

ekspresyonlar1 belirlenmistir. Hiicre dizininden total RNA izolasyonu yapilmis ve
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takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi tespit edilmistir. Sonrasinda, total
RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Bu yontemle ayni1 anda ve kantitatif
olarak RT-PCR (Thermo Scientific PikoReal 96) ile analiz yapilabilmektedir. Her
panelde referans—housekeeping genler PCR kontrol grubunda yer alarak hedef
genlerdeki rolatif degisikligi analiz etme imkanimiz olmaktadir. PCR sirasinda elde
edilen amplikonlar, dogrudan logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore
degerlendirilmistir. Once konsantrasyonlari bilinen beta-katenin housekeeping geni ile
bir standart amplifikasyon egrisi olusturulmus ardindan g¢alisilan Ornekteki gecis
noktasina goére cDNA’nin rolatif miktart kantitasyon software tarafindan
belirlenmistir. Elde edilen veriler Cq olarak kaydedilmistir. Analizi gerceklestirilen
genlerin ve referans gen olarak normalizasyonda kullanilan housekeeping genin(beta-

actin) primer dizileri Tablo 1°de gosterilmistir.
Tablo 1. Housekeeping gen ve analiz edilen genlerin primer dizileri.

Genler Primer Dizisi

Beta-actin

F: GCGAGTACAACCTTCTTGCAGCTC
R: TGGCATGAGGGAGCGCGTAA

F: AAATCCTGGAGCGTTCACTGT

R: TCTGCGGATCTTGGACAAACA

F: CGCCAGGCTCTCACTTACTT

R: TGCTCAGCAGTCGAAGAAGG

F: AGCTCTGAACAGATCATGAAGAC

R: TCCTCTCTGCTCGATCCTGG

F: AGTTCGGTGGGGTCATGTG

R: AGAGCGATGTTGTCCACCAG
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Istatistiksel Degerlendirme
Veriler SPSS25.0(IBMSPSS Statistics25 software (Armonk,NY: IBM Corp.) paket
programiyla analiz edilmistir. Siirekli degiskenler ortalama =+ standart sapma,
ortanca(25 ve 75. yiizdelikler), en kiigiik - en biiyiik degerler ve kategorik degiskenler
ise sayr ve yilizde olarak ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Bagimsiz grup
incelemelerinde; parametrik test varsayimlart saglandigindan Tek Yonli Varyans
Analizi (post hoc: Tukey testi) kullanilmistir. Kategorik degiskenler arasindaki
farkliliklarin incelenmesinde Ki-kare testi kullanilmigtir. Tiim analizlerde p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

Hematoksilen Eozin Degerlendirmesi

Grup 1’den alinan deri dokusu normal histolojik yapidaydi. Kollajen lifler
demetler halinde izlenmekteydi. Grup 2’de yara bolgesinde kollajen liflerde ayrilmalar
ve lif demetleri arasinda bosluklar bulunmaktaydi. Epidermiste biitiinliik kaybolmustu.
Bununla birlikte ter ve yag bezlerinde dejenerasyona rastlanmadi. Tiim alanda belirgin
infiltrasyon gozlendi. Damarlanmanin olduk¢a az oldugu belirlendi. Grup 3’te
epidermisteki biitiinliik kaybinin halen devam ettigi izlendi. Kollajen liflerdeki
ayrilmalarin azaldig1 ve demetler olusturdugu gozlendi ancak infiltrasyon az da olsa
devam etmekteydi. Yeni damar olusumlari izlendi. Grup 4’te dejenerasyonun belirgin
sekilde azaldig1 tespit edildi. Epidermis normal yapidaydi. Kollajen lifler demetler
halinde izlendi. Infiltrasyon’un plasebo grubuna gore oldukca azaldig: tespit edildi.
Yeni damar sayisinda belirgin artis izlendi. Sonuglarin Tablo 2’deki histopatolojik

kriterlere gore skorlamasi Tablo 3’te gdsterilmistir.

Resim 5. Grup 1 Hematoksilen eozin boyamanin histopatolojik
goruntust.

E: Epitel, Yildiz: Kollajen lifler, Normal deri dokusu goriintiisi,
kollajen lifler demetler halinde (20X).
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Resim 6. Grup 2 Hematoksilen eozin boyamanin histopatolojik
goruntusu.

E: Epitel, Yildiz: Kollajen lifler, Kollajen liflerde ayrilmalar ve lif
demetleri arasinda bosluklar bulunmakta. Epidermiste biitlinliik
kaybolmus, yogun infiltrasyon mevcut. Damarlanma oldukca az
izlenmekte(20X).

Resim 7. Grup 3 Hematoksilen eozin boyamanin histopatolojik
goriintiisii(20X).

Yildiz: Kollajen lifler, Kalin ok: Kapiller. Epidermisteki biitiinliik
kayb1 devam etmekte. Kollajen liflerdeki ayrilmalar ve infiltrasyon

azalmis durumda. Neovaskiilarizasyon goriilmekte.

23



T X
“%

Resim 8. Grup 4 Hematoksilen eozin boyamanin histopatolojik
goriintiisii(20X).

Yildiz: Kollajen lifler, Kalin ok: Kapiller. Dejenerasyon belirgin
sekilde azalmis, epidermis normal yapida, kollajen lifler demetler
halinde izlenmekte. Infiltrasyonun ciddi 6lciide azaldigi ve

neovaskiilarizasyonun énemli dl¢lide arttig1 goriilmekte.

Tablo 2. Histopatolojik skorlama kriterleri.

inflamat ; Kollaien
yogunlugu

Kapiller Aktif fibroblast Kollajen
yok proliferasvonu yok inflamatuar depolanmasi
hicre yok yok

1 1-25 arasi  Cokince 1-5 arasi Minimal
kapiller graniilasyon inflamatuar kollajen
olusumu dokusu hicre depolanmasi

2 26-50 Normal 6-10 arasi Normal
arasi granilasyon inflamatuar kollajen
kapiller dokusu hicre depolanmasi
olusumu

3 51-75 Kalin graniilasyon 11-20 arasi Yuksek
arasi dokusu inflamatuar kollajen
kapiller hiicre depolanmasi
olusumu

4 76-100 Cok kalin >20 Cok yliksek
arasli granilasyon inflamatuar kollajen
kapiller dokusu hicre depolanmasi
olusumu

24



Tablo 3. Skor tablosu, 10 farkli alan sayiminin ortalamasi ile elde edilen puanlama.

. . Inflamatuar .
Kapiller Fibroblast Kollajen
Skor Tablosu . . hiicre
dansite proliferasyonu - yogunlugu
infiltrasyonu

Resim 9 A-D. Masson Trikrom ile boyamanin histopatolojik goriintiisii.
A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4. Yildiz: Kollajen lifler, E: Epitel, Ucgen:
Kas dokusu(20X).

Kollajen lifleri belirlemek i¢in kullanilan Masson iiglii boyamasinda Grup 1°de
kollajen liflerin normal yapida oldugu izlendi. Grup 2’de Kollajenlerin liflerde
ayrilmalar ve kas dokusu ile arasinda bosluklarin olustugu gozlendi. Ayn1 zamanda
kas dokusunda da biitiinliigiin kayboldugu dikkati ¢ekti. Grup 3’te kas liflerinin

demetler halinde izlenmekle birlikte demetler arasinda yer yer bosluklarin varlig

25



dikkati ¢ekti. Grup 4’te hem kollajen lifler hem de kas dokusu normale yakin goriiniim

sergiledi.

Resim 10 A-D. VEGF monoklonal antikoru ile boyama(20X).

A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4. Yildiz: Kollajen lifler, Kalin ok: Kapiller,

Kesik ok: Pozitif ekspresyon gdsteren endotel.

Grup 1’de VEGF genel olarak zayifti. Pozitif boyanmanin sadece epidermisin
apikal boliimiinde oldugu belirlendi. Kollajen lifler negatif ekspresyon gosterdi. Grup
2’de ve Grup 3’te epidermis, kollajen lifler ve damar negatif ekspresyon gosterdi. Grup
4’te ise epidermis, kollajen lifler negatif ekspresyon gosterirken damar endotelinde
yogun boyanma dikkat ¢ekiciydi(Resim 9 A-D) (Tablo 4).
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Tablo 4. VEGF ekspresyonu.

VEGF Ekspresyonun derecesi ve yerlesimi

. Grp1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
+ :
Kollajen lifler - - - -

Damar
endoteli

Resim 11 A-D. eNOS antikoru ile boyama.

A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3, D: Grup 4. Yildiz: Kollajen lifler, Kalin ok: Kapiller.

eNOS ekspresyonunun Grup 1°de epidermis disinda negatif oldugu gozlendi.
Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te ise pozitif ve yiiksek olarak saptandi. Grup 2, Grup 3 ve
Grup 4’te kollajen liflerde ve epidermiste yogun boyanma izlendi. Endotel
hiicrelerinin ve damar duvarimin sadece Grup 3 ve Grup 4’te boyandig1 gozlendi

(Resim 10 A-D) (Tablo 5).
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Tablo 5. eNOS ekspresyonu.

e-NOS Ekspresyonun derecesi ve yerlesimi

K P DD YD
Epidermis ++ o+ +++ 4+
Kollajen lifler - ++ +++ +++
Damar endoteli - - +++ 4+
Damar duvan - - +4+ 4+

PCR Sonuglari

Trizol Reagent ile Total RNA izolasyonu Sonuclari

Trizol Reagent yardimi ile Grup 2 serum fizyolojik, Grup 3 ve Grup 4 Ripasudil
uygulanan ratlardan elde edilen flep dokularmin RNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen total RNA'larin konsantrasyon ve saflik oranlar1 Nanodrop ile saptanmuistir.
Sonuglar Tablo 6’ deki gibidir.
Tablo 6. Ripasudil etkinligini belirlemek i¢in izole edilen RNAlara ait

konsantrasyon ve saflik degerleri

Konsantrasyon 260/280 nm
(ng/ul) (OD)

Grup 1(Kontrol)

Grup 2(Plasebo)
Grup 3(Diisiik doz)
Grup 4(Yiiksek doz)

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu(RT-PCR) Sonuclar:

Deneylerin prosediirii materyal metotta belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
Reaksiyon sonucunda elde edilen Cq degeri dikkate alinarak degisik
konsantrasyonlardaki gen ifadelerindeki degisim hesaplanmistir. Calismamiz
sonucunda arastirmamizda inceledigimiz genlerden degisim goriilen genler ve degisim

durumlari tablo 7°de ve sekil 9, 10 ve 11°de verilmistir.
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Tablo 7. Deney gruplarinin Vegfa, Nos3, Bax ve Bcl-2 gen degerlerinin gruplar

arasindaki degisim sonuglari.

(Grup 1 plasebo, Grup 2 diisiik doz, Grup 3 yiiksek doz).

Position Gene Fold Regulation (comparing to control group)
Symbol
Group 1 Group 2 Group 3
Fold pValue  Comments Fold pValve  Comments Fold pValue  Comments
Regulation Regulation Regulation

1 beta-actin 1.00 nan 1.00 nan 1.00 nan
2 Vegfa 7.14 0.004133 2.20 0.019897 3.17 0.030673
3 Nos3 -6.53 0.000001 -3.73 0.000025 274 0.000049
4 Box -3.48 0.026354 -4.34 0.020889 1.79 0.109012
5 Bcl2 2.08 0.002472 A 1.48 0.064328 A 1.84 0.031613

VEGF ekspresyonu
3,5
3
2,5
2
1,5
1
g [ i
, I . — _
Grup 1 Grup 2 Grup 3

H beta actin ® VEGF

Sekil 9. Gruplar arasinda VEGF ekspresyon degisimleri.

Grup 4’te Vegfa ekspresyonunun anlamli dlgiide arttig1 goriilmektedir.
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eNOS ekspresyonu

2,5

1,5

=

O:

]

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

0

M beta actin ® VEGF

Sekil 10. Gruplar arasinda eNOS(nos3) ekspresyon degisimleri.

Grup 4’te eNOS(nos3) ekspresyonunun anlamli 6l¢iide arttig1 goriilmektedir.

B beta-actin
W Bax
W Bdz

Fold Change

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

Sekil 11. Gruplar arasinda Bax, Bcl-2 ekspresyon degisimleri.
Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’te Bax seviyeleri azalmis, Grup 3 ve Grup 4’te Bcl-

2 seviyeleri artmig olarak bulundu. Grup 3 ve Grup 4’te Bax/Bcl-2 oranlar1 anlaml
6l¢iide azalmig olup doz bagimli olarak Ripasudil tedavisinin apoptozisi azalttigini

gostermektedir.
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Yiizey Alan Degerlendirme Sonuclari

Gruplarin ortalama flep yasam oranlari, Grup 2’de 49.92 + 8.13, Grup 3’de
61.97 £8.69, Grup 4’te 69.9 + 14.01 olarak tespit edildi. Grup 1°’de herhangi bir cerrahi
islem uygulanmadig1 i¢in hesaplamaya dahil edilmedi. Istatistiksel olarak toplam flep
yagam oranlar1 arasinda anlamli farklilik mevcuttur(p<0.05). Ayrica klinik
makroskopik gézlemde tedavi gruplari ile plasebo grubu arasinda flep yagam oranlari

arasinda anlamli farklilik mevcuttur.

Tablo 8. Gruplarin Flep yasam oranlarinin karsilagtirilmasi.

Gruplar Denekler  Oran Gruplar Denekler  Oran
1 100 1 75
2 100 2 63
3 100 3 66

Grup 1l 4 100 Grup 3 4 50
5 100 5 60
6 100 6 68
7 100 7 53
1 49 1 85
2 58 2 61
3 46 3 57

Grup 2 4 37 Grup 4 4 64
5 62 5 90
6 47 6 57
7 53 7 79
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Histopatolojik Degerlendirme Sonug¢lar:

Tablo 9. Gruplarin Flep yagayan alan, Notrofil sayisi, Kapiller Dansite ve Total
Inflamatuar hiicre sayilarinin istatistiksel karsilastirmas.

A.O0.£8.S

Med
(min - maks)

A.O0.£8.S

Med
(min - maks)

A.0.+£8S.S

Med
(min - maks)

A.0.£S.S

Med
(min — maks)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Tek Yonlii Varyans Analizi ile inceleme

100 £ 0

100
(100 - 100)

3.29+£0.95

3
(5-3.29)
040

0
(0-0)

0+0

0
(0-0)

49.92 £ 8.13

48.96
(61.46 -
49.92)

24.14 +3.48

24
(30 - 24.14)
0.67+0.18

0.7
(1-0.67)

27.2+2.85

26.7
(30.9 - 27.2)

61.97 + 8.69

63.03
(74.79 -
61.97)

16.57 +2.37

17
(20 - 16.57)
537+0.53

5.4
(6.1-5.37)

18.94+2.2
18.5

(22.9 -
18.94)

69.9 £ 14.01

63.16
(89.83 - 69.9)

9.86 £2.04

10
(13 - 9.86)
20.51+3.17

21
(24.5 - 20.51)

3.06 + 1.07

3.1
(5 - 3.06)

0.0001
*

e

0.0001
*
abcdef
0.0001
*

bcdef

0.0001
*

abcdef

yapilmustir. a: Grup 1 — Grup 2 arasi anlamli farklilik; b: Grup 1 — Grup 3 aras1 anlaml

farklilik; c¢: Grup 1 — Grup 4 arast anlaml farklilik; d: Grup 2 — Grup 3 arast anlaml

farklilik; e: Grup 2 — Grup 4 aras1 anlaml farklilik; f: Grup 3 — Grup 4 aras1 anlamlh

farklilik.

Yasayan alan incelemelerine bakildiginda; Grup 4 degerleri grup 2’ye gore

anlamli sekilde yiiksektir.

Notrofil incelemelerine bakildiginda; Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 degerleri

Grup 1’e gore anlaml1 sekilde yiiksektir. Ayrica Grup 2 degerleri Grup 3 ve Grup 4’¢

gore anlamli sekilde yiiksektir. Grup 3 degerleri de Grup 4’e gore anlamli sekilde

yiiksektir.

Kapiller dansite incelemelerine bakildiginda; Grup 3 ve Grup 4 degerleri

Grup 2’ye gore anlamli sekilde yiiksektir. Grup 4 degerleri de Grup 3’e gore anlamli

sekilde yiiksektir.
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Total inflamatuar hiicre sayilarinin incelemelerine bakildiginda; Grup 2, Grup
3 ve Grup 4 degerleri Grup 1’e gore anlamli sekilde yiiksektir. Ayrica Grup 2
degerleri Grup 3 ve Grup 4’e gore anlamli sekilde yiiksektir. Grup 3 degerleri de
Grup 4’e gore anlamli sekilde yiiksektir.

Tablo 10.Gruplarin Graniilasyon dokusu olusumu ve Kollajen depoziti

yogunluklarinin istatistiksel karsilagtirmasi.

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Total
Cok 0 2 (%28.6) 1 (%14.3) 0 3(%10.7) 0.043*
ince (%0) (%0) a
Graniilasyon | 0 3(%42.9) 3 (%42.9) 3 (%42.9) 9 (%32.1)
dokusu (%0)
Kol 7 (%100) 2 (%286) 3(%429) 4(%57.1) 16 (%57.1)
- 0 3(%42.9) 1 (%14.3 0 4 (%14.3 0.009*
Diisiik o ( ) | 1( ) o ( ) ‘
Kollajen 0 3(%42.9) 3 (%42.9) 2 (%28.6) 8 (%28.6)
N o ormal
yogunlugu (%0)
Viksek 7 (%100) 1(%14.3) 3(%429) 5(%71.4) 16 (%57.1)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli farklilik; Ki-kare analizi ile inceleme yapilmistir.

a: Grup 1 ve Grup 2 arast anlamli farklilik.

Grantilasyon dokusu olusumu incelemelerine bakildiginda; Grup 1 ve Grup 2
arasinda anlaml fark mevcuttur. Bu durum plasebo grubunda kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde yeterli graniilasyon dokusu gelisimi olmadigin1 igaret
etmektedir. Tedavi gruplarinda klinik olarak fark olsa da istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamustir.

Kollajen yogunlugu incelemelerine bakildiginda; Grup 1 ve Grup 2 arasinda
anlaml fark mevcuttur. Bu durum plasebo grubunda kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde kollajen sentezi ve depolanmasinin yetersiz oldugunu isaret
etmektedir. Tedavi gruplarinda Klinik olarak fark olsa da istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamustir.
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Flep Yasayan Alan
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Sekil 12. Gruplarin Flep yasayan alanlarinin grafiksel olarak karsilagtirmasi.
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Sekil 13. Gruplarin Kapiller Dansitelerinin grafiksel olarak karsilagtirmasi.

34



Notrofil
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Sekil 14. Gruplarin Noétrofil sayilarinin grafiksel karsilagtirmasi.

inflamatuar hiicre
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Sekil 15.Gruplarin Total inflamatuar hiicre sayilarinin grafiksel karsilastirmast.
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Sekil 16. Gruplarin graniilasyon dokusu kalinliklarinin grafiksel karsilagtirmasi.
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Sekil 17. Gruplarin Kollajen yogunluklarinin grafiksel karsilagtirmasi.
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TARTISMA

Flepler, rekonstriiktif plastik cerrahi pratiginde en sik bagvurulan yontemlerin
basinda gelir. Travma ya da tiimor rezeksiyonuna sekonder gelisen doku defekti ya da
doku biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda estetik uyum, yeterli kan akim1 ve yumusak
doku ortiisii saglamasiyla her bolgede onlarca gesit farkli flep segcenegiyle dnemini
yitirmeden kullanilmaya devam etmektedir. Flep cerrahisindeki operatif basarisizligin
total ya da parsiyel nekroz ile sonuglanmasi, cerrahlarin gesitli yontemler arastirma ve
gelistirme konusunda ilgisini ¢ekmeye devam etmektedir. Yapilan ¢alismalar flep
cerrahisinde basari oraninin %90-95’1lere ulastigini ifade etse de pedikiillii fleplerde bu
oranin  %70-75 dolaylarinda oldugunu gostermektedir[53-55]. Flepte nekroz
gelisiminin nedenleri sistemik ya da lokal olabilir. Nekrozun nedeni sistemik olarak
periferik vaskiiler hastaliklar, diyabetis mellitus, enfeksiyon, hipotansif seyreden
durumlar olabilirken, lokal olarak vaskiiler pedikiilde tromboz, pedikiil basisi ya da
katlanma, yanlis planlama sayilabilir. Flep cerrahisi esnasinda ve 6zellikle ilk 24 saatte
flebe gelen kan akimi azalmaktadir. Sempatik innervasyonun sekteye ugramasi ile
vazokonstriiktor salinimi artmakta bu nedenle de 6zellikle en distalde kan akimi ciddi
oranda diismektedir. Vazokonstrikktor mediatorlerin azalip revaskiilarizasyonun
basladig1 zamana kadar gecen siirede iskemi uzarsa durum doku hasari ve flepte nekroz

ile sonu¢lanmaktadir.

Flep yasayabilirligini artirabilmek ve nekroz sorununu azaltabilmeye yonelik
olarak temelde iki yonteme siklikla bagvurulmaktadir. Bunlar; delay fenomeni ve flebe
kan akimini farmakolojik olarak artirmaya yonelik islemlerdir. Flep kaybini azaltmaya
yonelik olarak tanimlanan ilk islemlerden biri olan delay fenomeni, flep aksina
horizontal damarlarin kesilerek longitudinal damarlarin dilatasyonunu saglayan bir
yontemdir. Erken donemde sempatik liflerin kesilmesiyle hiperadrenerjik faz
gelismekte ve vazokonstriiksiyon olmakta, daha ileri fazda ise tiikenen katekolaminler
sonrasi vazodilatasyon gelismekte ve biiziilmiis olan anostomozlarin genislemesine ve
kan akiminin artmasina sebep olmaktadir[56,57]. intraoperatif karar verilebilecegi gibi
preoperatif planlama ile de proflaktik olarak gergeklestirilebilen yontemin dezavantaji

iki asamal1 cerrahi gerektirmesidir.

Farmakolojik olarak, flep kaybini azaltmaya yonelik olarak, dekstran, aspirin,

heparin, steroidler siklikla bagvurulan ilaglar olarak literatiirde  yerlerini
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almiglardir[22,23]. Bunun yaninda bir¢ok farkli molekiill ve yontem ile yapilan
caligmalar ise devam etmektedir[58-62]. Flep yasayabilirligini artirmada kullanilacak
ilag, kolay elde edilebilir ve kullanilabilir olmali, postoperatif kullanima uygun olmali,

ucuz ve giivenilir olmalidir[63].

Rho kinazlar, ROCK I ve ROCK II olmak {izere iki formu olan hiicre seklini,
motilitesini, sekresyonunu, gen ekspresyonunu ve proliferasyonu diizenleyen
proteinlerdir. Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde, inflamasyon, proliferasyon ve
oksitadif stres {lizerinde etkileri mevcuttur. Rho kinaz sinyal yolaginin inhibisyonunun
kardiyovaskiiler hastaliklar, erektil disfonksiyon, tliimor metastazi, hipertansiyon,
glokom, insiilin direnci, bobrek yetmezligi, astim, noral dejenerasyon ve osteoporoz
gibi hastaliklarda potansiyel yararli etkilerini gdsteren g¢alismalar mevcuttur[1,64].
Giiniimiizde Fasudil, serebral vazospazm i¢in Cin’de, Fasudil derivesi olan ve ROCK
I ve ROCK II igin Fasudil’den daha yiiksek selektivite gosteren ve daha potent olan
Ripasudil, Japonya’da glokom ve okiiler hipertansiyon i¢in klinik kullanim onay1 alan
iki Rho kinaz inhibitoriidiir.

Tada ve ark. yaptiklari olgu sunumu ¢alismasinda, sol diz ¢evresinden sinoviyal
sarkom eksizyonu yapilan hastanin defekt rekonstrilksiyonu amaciyla serbest
latissimus dorsi flep planladilar. Alici damarlarin ortaya konmasi sonrasi arteryel akim
olmamas1 nedeniyle vazospazm gelistigini diisiinerek 1sitma, heparin ve %2 lidokain
uyguladilar. 15 dakika beklenmesine ragmen arteryel akim goriilmedi. Sonrasinda 5
ml’lik 15 kat sulandirilmis Fasudil’i alict damar etrafina topikal olarak uyguladilar.
Yaklagik bir dakika sonra arteryal kan akimi ve pulsasyon elde ederek basarili bir
anostomoz gerceklestirdiler. Postoperatif donemde herhangi bir kanama ya da
hematom komplikasyonu ile karsilasmadiklar: flep, nekroz goriilmeksizin yasadi.
Vazospazmin giderilmesini ve kan akiminin saglanmasini, ROCK inhibisyonu yoluyla

elde edilen diiz kas relaksasyonu ile agikladilar[65].

Encheng ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada siganlarda derin sirkiimfleks iliak arter
tabanl flep dizayn ederek nekrozu azaltmaya yonelik 8mg/kg dozunda Fasudil
uyguladilar ve nekroz oranlarinda anlamli azalma elde ettiler[66]. Ripasudil ile ilgili
olarak literatiire bakildiginda caligmalar agirlikli olarak glokom {iizerinde yogunlassa

da elde edilen veriler ve etki mekanizmalar1 degerlendirildiginde ¢ikarilacak farkl
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sonuclarin miimkiin oldugu dikkati ¢cekmektedir. Nakabayashi ve ark. 20 adet eriskin
kedi ile yaptiklar1 calismada intravitreal olarak sirasiyla 5 pM, 50 uM ve 5SmM
Ripasudil uygulamasi sonrasi lazer doppler yardimiyla kan akimini hesapladilar. Artan
dozlarda Ripasudil uygulamasinin retinal kan akimini artirdig1 sonucuna ulastilar[67].
ROCK aktivasyonu myozin hafif zincir fosfatazi inhibe ederek diiz kas
kontraksiyonunun ve vaskiiler tonusun devamliligini saglar[68]. Bu mekanizmay1 goz
Oniine alarak sonuglari, Ripasudil uygulamasi sonrasi ROCK inhibisyonu ile vaskiiler
tonus ve diiz kas kontraksiyonunun azalmasiyla retinal kan akiminin arttig1 seklinde

degerlendirdiler.

Calismamizda Ripasudil tercih edilmesinin nedeni, bahsi gecen ¢alismalarda da
anlatildig1 lizere vaskiiler diiz kas tonusu iizerine etkileri, bu sayede gerceklesen
vazodilatasyon, inflamasyon ve apoptozisi azaltici, hiicre yasayabilirligini artirici
etkilerinin gosterilmis olmasidir. Bunun yaninda yan etki potansiyeli diigsiik olan
Ripasudil, korneal hiperemi, damla benzeri korneal édem gibi komplikasyonlara
neden olmug fakat tiim bu hafif komplikasyonlar kisa yarilanma 6mrii sayesinde gegici
olarak go6zlenmistir[69—71]. Calismalar g6z Oniine alindiginda, literatiirde flep
yasayabilirligi ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmayan ve Fasudil’den daha potent
ve selektif olan Ripasudil kullanarak flep yasayabilirligini artirmay1 amagladigimiz

hipotezimizi olusturduk.

1965 yilinda McFarlane ve arkadaglari tarafindan tanimlanan McFarlane flep
orijinal tanimlamasinda sabit anatomik noktalara dayanmaktaydi. Her iki skapula ve
posteriyor ilyak ¢ikintilar isaretlenip flep bu noktalar arasinda planlanmaktaydi. Sabit
anatomik noktalar flep beslenmesini her zaman ayni damarlardan sagladig:
gerekgesiyle iistlinliik olarak kabul edilse de nekroz oranlari tutarli olmuyordu. Nekroz
oranlar1 %22 ile %50 arasinda oluyor, bu genis farklar ise calismalarin istatistiksel
olarak anlamli olmasini imkansiz kiliyordu. Khouri ve arkadaslar1 ise flebi modifiye
ederek, kaudal tabanli 3 cm eninde fleplerle en tutarli nekroz oranlarini elde ettiler.
Kaudal tabanli 3x9 cm’lik McFarlane flep, sigan sirt derisi kullanilarak dizayn edilen,
kolay hazirlanmasi ve sabit nekroz oranlari elde edilebilmesi nedeniyle avantajli olan,

birgok ¢alismada standart halini almig bir fleptir[29].
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Kaudal tabanli 3x9 cm’lik McFarlane flep planladigimiz ¢alismamizda 28 adet
250-300 gram agirliginda Sprague Dawley susu disi sicanlar randomize olarak dort
esit gruba ayrildi(n=7). Grup 1 kontrol grubu olarak belirlendi ve herhangi bir cerrahi
islem uygulanmadi. Grup 2 plasebo grup olarak belirlendi ve flep elevasyonu ve yerine
adaptasyonu sonrasi postoperatif 0, 1 ve 2. glinlerde 12 saat araliklarla iki doz seklinde
2mg/kg intraperitoneal serum fizyolojik uygulandi. Grup 3 diisiik doz Ripasudil grubu
olarak belirlendi ve flep elevasyonu ve yerine adaptasyonu sonrasi postoperatif 0, 1 ve
2. giinlerde 12 saat araliklarla iki doz seklinde 2mg/kg intraperitoneal Ripasudil
uygulandi. Grup 4 yliksek doz Ripasudil grubu olarak belirlendi ve ve flep elevasyonu
ve yerine adaptasyonu sonrasi postoperatif 0, 1 ve 2. giinlerde 12 saat araliklarla iki
doz seklinde 8mg/kg intraperitoneal Ripasudil uygulandi. Tedavi gruplarinda dozlar
bahsi gegen ¢aligmalarla benzer doz rejimi baz alinarak hesaplandi. Postoperatif olarak
7. glinde makroskopik degerlendirme ve yasayan alan hesaplamasi amaciyla sabit
mesafeden fotograflamalar sonrasi flepler saglam deri adasi icerecek sekilde total
olarak eksize edildi. Eksizyonlar sonrasi tiim hayvanlar servikal dislokasyonla
sakrifiye edildi. Kontrol grubunda sirt derisinden random olarak, diger gruplardan ise

nekroz/yasayan alan sinirindan histopatolojik inceleme amaciyla doku 6rnekleri alindi.

Encheng ve ark. yaptiklar1 calismada sigan sirt derisinden lateral tabanli bir flep
hazirladilar. Torakodorsal arter ve interkostal arterleri baglayarak flebin derin
sirkiimfleks arterden beslenmesini saglayarak ligate edilen damarlar ile flep pedikiilii
arasindaki kapali damarlarin Fasudil tedavisi ile flep yasayabilirligine etkisini
hesaplamay1 hedeflediler. Kontrol, Flep ve Fasudil gruplar1 olusturarak Fasudil
grubuna 8mg/kg Fasudil uyguladilar. Flep grubunda yasayan flep oranini %79, Fasudil
grubunda ise %94 olarak buldular. Western blot yontemi ile elde ettikleri sonugcta
Fasudil grubunda VEGF ve iNOS seviyelerinin yiiksek oldugunu, yiiksek iNOS
seviyesinin de Akt/eNOS/NO yolagini aktive ettigini buldular. Postoperatif 3. giinde
topladiklar1 doku 6rneklerinde Beclin-1, Bax ve Bcl-2 seviyelerini olgtiiler. Fasudil
grubunda Beclin-1 seviyesini yiikselmis, Bax/Bcl-2 oranini ise azalmis olarak
buldular. Yiiksek yasayan flep orani, artmis VEGF ve NOS seviyeleri ve azalan
Bax/Bcl-2 orani fasudil tedavisinin kanlanmay1 ve flep yasayabilirligini artirdigini,
neovaskiilarizasyonu artirdigini, apoptozisi azalttigini gostermekteydi[66]. Bizim

calismamizda da benzer sekilde flep sagkalim oranlari, Grup 2°de %50, Grup 3’te
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%62, Grup 4’te ise %70 olarak bulundu. Encheng ve ark. yaptig1 ¢alisma ile bizim
calismamiz arasindaki yasayan flep alanlar1 arasindaki fark flep secimindeki farkliliga
baglandi. Calismamizdaki sonuglara bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli
fark mevcuttu. Bu fark tedavi gruplarinda doza bagimli olarak artan iyilestirici etkiye

isaret etmektedir.

Yang ve ark. yaptiklar1 calismada, pulmoner mikrovaskiiler endotelyal
hiicrelerde lipopolisakkaritlerle indiiklenen apoptoz ve inflamasyonun artan dozlarda
Ripasudil tedavisi ile iyilesme gosterebilecegini one siirdiiler. Elde ettikleri insan
pulmoner mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerini lipopolisakkaritlerle muamele ettikten
sonrast sirasiyla artan dozlarda 25 pmol/l, 50 pmol/l ve 75 pmol/l Ripasudil ile
muamele ettiler. Calisma sonucunda Ripasudil’in doz bagimli NO iiretimini
artirdigini, insan pulmoner mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinde hiicre
yasayabilirligini artirdigin1 buldular. Ayn1 zamanda doz bagimli olarak apoptozisi
azalttigi, kaspaz 3, NFkB, IL-6 ve TNFa diizeylerini azaltarak inflamasyonu
baskiladig1 sonucuna ulastilar. Ayrica vaskiiler endotelyal fonksiyonu diizenleyen ve
inflamasyonu azaltan ve NO iiretimini artiran eNOS ve Bcl-2 seviyelerini ise artmig
olarak saptadilar[4]. Benzer bir caligmayr immiinkompetan, lipopolisakkaritle
indiiklenmis pnonomiye sahip farelerle gergeklestiren He ve ark. artan dozlarda
Ripasudil uygulamasi sonras1 eNOS ve Bcl-2 seviyelerinin arttigini, pulmoner 6demin
ve hasarin azaldigini, inflamatuar sitokinlerin baskilandigini  buldular[51].
Calismamizda immiinohistokimyasal olarak VEGF ve eNOS antikor ekspresyonlari
degerlendirildi. eNOS Grup 1°de sadece epidermiste, Grup 2’de epidermis ve kollajen
liflerde, Grup 3 ve Grup 4’te ise epidermis, kollajen lifler, damar endoteli ve damar

duvarinda gii¢lii pozitif boyanma gdsterdi.

Calismamizda alinan 6rnekler PCR degerlendirmesine tabi tutuldu. Beta actin
gen temel alinarak, VEGF, eNOS, Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlari degerlendirildi.
Grup 4’te VEGF ekspresyonu artmis, Grup 2 ve Grup 3’te Grup 1’e gore daha diisiik
seviyelerde izlendi. Bulgular histopatolojik inceleme ile uyum igindeydi. Grup 4’te
eNOS ekspresyonu yiiksek, Grup 2 ve Grup 3’te Grup 1’e kiyasla daha diisiik
seviyelerde eksprese edilmisti. Incelemede apoptozisi gosteren Bax ve Bcl-2
ekspresyonlar1 oran1 birbirlerine kiyasla Grup 2’de yiiksek, Grup 3’te diisiik, Grup 4’te

ise en diisiik oranda saptandi. Bulgular artan dozda Ripasudil tedavisi ile apoptozisin
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azaldigin1 gostermekteydi. Hem histopatolojik sonuglar hem de PCR sonuglar1 Yang
ve Encheng’in yaptigi calismalar ile paralellik gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar neovaskiilarizasyonun genis bir grup anjiojenik biiyiime
faktorli tarafindan diizenlendigini gostermektedir. VEGF ise neovaskiilarizasyonda
bilinen en onemli biliyiime faktorlerinden biridir. Vaskiiler permeabiliteyi artirir,
endotelyal hiicrelerin biiyiimesini stimiile eder ve anjiogenezi uyarir. Hiicre
yiizeyindeki reseptorleri uyararak endotel hiicre gégiinii, proliferasyonu ve kapiller
koklerin yeni damar olusturmak iizere invazyonuna onciiliik eden ekstraseliiler matriks
enzimlerinin diretimini uyarir. Padubidri yaptigi c¢alismada tek doz VEGF
enjeksiyonunun si¢can deri flebinde nekroz oranini 6nemli Olciide azalttigini ifade
etmistir[72]. Yaptigimiz immiinohistokimyasal VEGF antikor ekspresyonu, Grup 1’de
sadece epidermis apikalinde VEGF pozitif boyanma oldugunu, Grup 2 ve Grup 3’te
VEGF’in epidermis, kollajen lifler, damar endoteli ve damar duvarinda negatif
oldugunu, Grup 4’te ise damar endotelinde gii¢lii pozitif boyanma oldugunu ortaya
koymustur. Yiiksek doz gurubunda endoteldeki VEGF antikoru ile pozitif boyanma
yine doz bagimli artisa isaret etmektedir. Ayrica Grup 4’teki yliksek VEGF seviyeleri,
hem PCR sonuglari, hem neovaskiilarizasyon hem de yasayan flep alan artisiyla paralel

olarak saptanmistir.

Okumura ve ark. kiiltiire edilmis insan korneal endotelyal hiicreleri ve korneal
endotelyal hasar olusturulmus tavsan modeli ¢alismasinda, Ripasudil uygulamasi ile
her iki grupta da korneal endotelyal hiicrelerde kontrol gruplarina gore artan iyilesme
gozlemlediler. Ripasudil ile tedavi edilen tiim alanlarda korneal endotelyal hiicre
dansitesi ve proliferasyonu daha yiiksek olarak bulundu. Fibroblastik doniisiim ise
anlamli derece azalmis olarak gozlendi. Caligma Ripasudil’in yara iyilesmesine

yapabilecegi potansiyel katki a¢isindan anlamli olarak yorumlandi[73].

Uchida ve ark. yaptiklar1 c¢alismada endotoksinle indiiklenmis tiveit
olusturulmus  ratlarda  Ripasudil’in  antiinflamatuar  etkisini  arastirdilar.
Lipopolisakkarit uygulamasi sonrasi iiveit gelisen ratlara Ripasudil tedavisi
uygulayarak antiinflamatuar hiicre sayilarin1 hesapladilar. Elde ettikleri sonuglarda,
Ripasudil tedavisinin hiicresel infiltrasyonu, IL-6, TNF alfa, monosit kemotaktik

faktor 1(Mcp-1) seviyelerini ve protein konsantrasyonunu azalttigi sonucunu elde
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ettiler. Bulgular Ripasudil tedavisinin antiinflamatuar etkisini ortaya koydu[74].

Calismamizdaki histopatolojik bulgular, Grup 1’den alinan deri dokusunun
normal histolojik yapida oldugunu gostermekteydi. Kollajen lifler demetler halinde
izlenmekteydi. Fibroblast proliferasyonu gozlenmedi. Grup 2’de saglikli doku ile
nekrotik doku gegis zonunda kollajen liflerde ayrilmalar ve lif demetleri arasinda
bosluklar bulunmaktaydi. Epidermiste biitiinliik kaybolmustu. Bununla birlikte ter ve
yag bezlerinde dejenerasyona rastlanmadi. Tiim alanda belirgin inflamatuar hiicre
infiltrasyonu gozlendi. Graniilasyon dokusu ¢ok ince ve yer yer kesintiye ugramis
goriiniimdeydi. Damarlanmanin oldukga az oldugu belirlendi. Grup 3’te epidermisteki
biitiinliik kaybinin halen devam ettigi izlendi. Kollajen liflerdeki ayrilmalarin azaldig1
ve demetler olusturdugu goézlendi. Fakat inflamatuar hiicre infiltrasyonu azalmis olsa
da devam etmekteydi. Normal kalinlikta grantilasyon dokusu goze ¢arpmaktaydi. Yeni
damar olugsumlar izlendi. Grup 4’te dejenerasyonun belirgin sekilde azaldig1 tespit
edildi. Epidermis normal yapidaydi. Kollajen lifler demetler halinde izlendi.
Inflamatuar hiicre infiltrasyonunun Grup 2’ye gore oldukga azaldig1 tespit edildi. Kalin
graniilasyon dokusu izlendi. Yeni damar sayisinda belirgin artis izlendi. Bulgular artan
dozlarda uygulanan Ripasudil’in iyilesmeyi ve neovaskiilarizasyonu artirici etkisine
dair hipotezimizi desteklemektedir. Grup 2’de neovaskiilarizasyonun zayif oldugunu,
Grup 3’te artis gosterdigini, Grup 4’te ise en yiikksek oranda oldugunu ortaya

koymustur.

Sayisal verilerin analizinde, histopatolojik olarak kapiller dansite,
neovaskiilarizasyon, graniilasyon dokusu ile ifade edilen fibroblast proliferasyonu,
notrofil sayisi, total inflamatuar hiicre infiltrasyonu, kollajen yogunlugu ve PCR

yardimiyla VEGF, eNOS, Bax ve Bcl-2 seviyeleri degerlendirildi.

Neovaskiilarizasyon; Grup 1 ve Grup 2 kiyaslamasinda klinik fark olsa da
istatistiksel anlamli fark bulunamadi. Grup 2 ve Grup 3 kiyaslamasinda Grup 3 lehine
anlamli, Grup 3 ve Grup 4 kiyaslamasinda Grup 4 Ilehine anlamli olarak
bulundu(p<0.05). Sonuglar diisiik doz Ripasudil ile tedavi edilen grupta yeni damar
olusumunun arttigini, yiiksek doz Ripasudil ile tedavi edilen grupta da diisiik doz
tedavi grubuna gore yine anlamli derecede arttigin1 gostermektedir. Bu sonucla en

yiiksek neovaskiilarizasyon Grup 4’te izlenmistir ve yliksek doz Ripasudil tedavisinin
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neovaskiilarizasyonu anlamli derecede artirdigina kanit olarak yorumlanmustir.

Fibroblast proliferasyonu(graniilasyon dokusu olusumu); Grup 1 ve Grup 2
arasinda anlaml1 fark mevcuttur(p<0.05). Bu durum plasebo grubunda kontrol grubuna
gore degerlendirildiginde yeterli graniilasyon dokusu gelisimi olmadigini isaret
etmektedir. Tedavi gruplarinda klinik olarak fark olsa da istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamustir.

Total inflamatuar hiicre infiltrasyonu; Grup 2, Grup 3 ve Grup 4 degerleri Grup
1’e gore anlamli sekilde yliksektir. Ayrica Grup 2 degerleri Grup 3 ve Grup 4’e gore
anlamli sekilde yiiksektir. Grup 3 degerleri de Grup 4’e gore anlamli sekilde yiiksektir
(p<0.05). Bu durum plasebo grubunda inflamasyonun yiiksek oldugunu, diisiik doz
Ripasudil ile tedavi edilen grupta inflamasyonun anlamli derecede azaldigini, yiikksek
doz Ripasudil ile tedavi edilen grupta ise yine diisilk doz tedavi grubuna gore

inflamasyonda anlamli derecede azalma oldugunu isaret etmektedir(p<0.05).

Kollajen yogunlugu; Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlamli fark
mevceuttur(p<0.05). Bu durum plasebo grubunda kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde kollajen sentezi ve depolanmasinin yetersiz oldugunu isaret
etmektedir. Tedavi gruplarinda klinik olarak kollajen sentezi, depolanmasi ve fibril

dizilimlerinde fark olsa da istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

Immiinohistokimyasal olarak VEGF ve eNOS antikorlarmin klinik olarak
degerlendirmesinde; VEGF i¢in Grup 1, Grup 2, Grup 3 arasinda fark saptanmadi.
Grup 4’te ise diger gruplara gore klinik olarak anlamli derecede fark mevcuttu.
Bulgular Grup 4’teki yiliksek neovaskiilarizasyon seviyeleri ile ortiismektedir. eNOS
i¢in; Grup 1 ile Grup 2 arasinda Klinik olarak anlamli fark saptanmadi. Grup 3 ile Grup
4 kendi aralarinda kiyaslandiginda klinik anlamli fark saptanmadi. Fakat Grup 1 ve
Grup 2 ile Grup 3 ve Grup 4 arasinda Grup 3 ve Grup 4 lehine sonuglar klinik olarak
anlaml1 bulundu. Tedavi gruplarinda artan eNOS seviyeleri, azalan inflamasyon ve

artan kan akimi ile yasayan flep oranlarindaki bulgular1 desteklemektedir.

Apoptozis, VEGFa ve eNOS gen ekspresyon seviyelerini gosteren PCR
sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde; VEGFa ve eNOS i¢in, Grup 2, Grup
3 ve Grup 4’te Grup 1’e kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark saptandi(p<0.05). Bu
fark Grup 2’de azalan, Grup 3 ve Grup 4’te ise artan VEGF ve eNOS seviyelerini
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gostermektedir. Grup 4 ile diger gruplar arasinda da istatistiksel fark saptandi(p<0.05).
Bulgular en yiiksek VEGF ve eNOS ekspresyon seviyelerinin Grup 4’te oldugunu
gostermektedir. Bax i¢in; Grup 2 ve Grup 3, Grup 1’e kiyasla istatistiksel anlamli1 fark
gosterdi. Bel-2 igin; Grup 2 ve Grup 4, Grup 1’e kiyasla istatistiksel anlamli fark
gosterdi(p<0.05). Bu bulgular Bax, Bcl-2 ve Bax/Bcl-2 oranlar1 birlikte
degerlendirildiginde Grup 2’de apoptozisin kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugunu,

artan Ripasudil dozlar ile giderek azaldigini gostermektedir.

Yaptigimiz c¢alismada elde ettigimiz sonuglar, artan dozlarda Ripasudil
uygulamasinin makroskopik olarak yasayan flep alan yiizdelerini artirdigini,
neovaskiilarizasyonu artirdigini, 6zellikle yiiksek dozda VEGF ekspresyonunu ve
dolayisiyla yeni damar olusumunu stimiile ettigini, eNOS seviyelerini artirarak NO
vasitastyla inflamasyonu azalttigini ve vaskiiler tonusta gevsemeye katki sagladigini,
Bax/bcl2 oranimi azalttigini, bu sayede apoptozisi baskiladigini, inflamasyonu

geriletip, kollajen sentez ve regiilasyonunu artirdigini géstermektedir.

Gorece yeni bir ilgi alant olan Rho kinaz inhibitorlerinin bir ¢ok sisteme etki
etmesi, viicudun farkli bolgelerinde eksprese edilerek ¢ok genis bir spektruma sahip
ve potent molekiiller olmasi, yan etki potansiyelinin diisiik olmas1 avantajlari olarak
sayilabilir[2,67,69,73,75-80]. Kisa yarilanma 6mrii ise kimi durumlarda avantajli kimi
durumlarda ise dezavantajli olarak goriilebilir. Kullaniminin birkag iilke ile sinirh
olmasi, gorece pahali bir molekiil olmasi ve 6zellikle flep cerrahisi alaninda yapilan
bizim g¢alismamiz haricinde herhangi bir ¢alisma olmamasi ise rutin kullanimin
oniindeki engeller olarak goriilebilir. Biz Ripasudil ile ilgili ¢aligsmalarin genisletilerek,
farkli bircok durumda yeni hipotezlerle desteklenerek flep yasayabilirliginin

artirtlmas1 konusunda umut vaat eden bir molekiil oldugu kanisinday1z.
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SONUC
Flepler, plastik cerrahlarin siklikla ihtiyag duydugu, etkili kullanildiginda yiiz
giildiiriicii sonuglar saglayan, rekonstriiksiyonun en temel yontemlerinin basinda
gelmektedir. Flep nekrozu ise hastanede yatis siirelerini uzatan, hem hasta hemde
cerrah agisindan fiziksel ve psikolojik bir yiik, saglik merkezleri i¢inse ek maliyet
anlami tagimaktadir. Flep salvajinda basarili yontemler mevcut olsa da giliniimiizde

sorunu azaltmaya yonelik arayis ve ihtiya¢ devam etmektedir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar artan dozlarda Ripasudil uygulamasinin
flep yasayabilirligini artirdigini, inflamasyonu ve apoptozisi baskiladigini, yeni damar
olusumlarint artirdigin1 gdstermistir. Bu sonuglarla Ripasudil’in flepler konusunda
yapilacak yeni ¢aligmalarla birlikte cerrahlarin elini giiglendiren bir ilag olarak ileride

rutin kullanima girebilecek potansiyel tasidigini sdylemek miimkiindiir.
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