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1. GIRIS VE AMAC

Botulinum toksini, uygulandigi lokalizasyona (perivaskiiler, ndronal,
intramiiskiiler) ve etkilesime girdigi norotransmitter veya reseptore bagli olarak ¢cok
sayida farkli etkiler gosterebilir. Botulinum toksininin genel klinik kullanimi,
sinaptik araliga asetilkolin salinimini bloke ederek iskelet kasinin kasilmasinin
inhibisyonu etkisine dayanir. Bu etkisine ek olarak, sinaptik araliga norepineftrin, P
maddesi gibi 6nemli vazokonstriktorlerin salinimini da bloke eder. Rho/Rho kinaz
yolaginda Rho kinazi inaktive eder ve wvaskiiler diiz kas hiicrelerinin
Ca2 * duyarhiligini ve nitrik oksit (NO) sistemini stimiile ederek diiz kas hiicre
kasilmasini dogrudan inhibe eder, ayn1 zamanda da 6nemli bir vazodilatator olan

kalsitonin geni ile iliskili peptidin (CGRP) salinimint artirir.

Tim bu farmakolojik 6zellikler botulinum toksinini vaskiiler cerrahide
karsilasilabilecek bazi sorunlarin ¢6ziimii i¢in arastirma konusu haline getirmistir
ve bu konu ile ilgili pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ancak vazospazmi tedavi
etmek igin botulinum toksin uygulamasinin Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayli bir
endikasyonun bulunmamasi, etki mekanizmasi ve vaskiiler etkileri konusunda

farkindalik eksikligi sebebiyle klinik kullanimi1 yaygin degildir.

Vaskiiler tromboz ve vazospazm serbest flep cerrahisi basarisizliginin en
yaygin nedenleridir ve genellikle vaskiiler spazm olusumu trombiis olusumunu
tetikler. Tiim bu istenmeyen olaylarin gelisme olasiligi genellikle anastomoz
yapildiktan sonra ilk 72 saatte en fazladir. Baz1 6zel klinik durumlarda bazi cerrahi
girisimler vaskiiler spazm ve tromboz gelisim riskini arttirabilir ve damar

greftlemesi bu duruma 6rnek olarak gosterilebilir.



Interpozisyonel damar greftleri, travmatik defektlerde damarlarin ug¢ uca
dikilemedigi durumlarda, defektin yakin c¢evresinde alict damarlarin yetersiz
oldugu serbest flep pedikiillerinin uzatilmasi gerektiginde kullanilirlar. Venler,
kolay bir sekilde erisilip alinabildiklerinden daha yaygin olarak kullanilirlar. Uygun
klinik durumlarda arter greftlerinin kullanim1 da s6z konusu olabilir. Ozellikle

koroner bypass cerrahisi bunun 6nemli bir 6rnegidir.

Coklu anastomoz varligi, Ozellikle ven grefti kullanilan vakalarda
kompresyona ve biikiilmeye yatkinlik, tiirbiilanslt veya degisen akis dinamikleri,
intimal hasar gibi nedenler bu segmentin artmis intrinsik trombojenitesi ve
vazospazma yatkinligi ile sonuglanir. Ayni zamanda greft ile alict damar arasindaki
boyut farkliligi genellikle mevcuttur [1]. Trombozdan koruyucu olarak greft
endoteli, damar genislemesini indiikleyen ve trombosit ve grantilosit aktivasyonunu
inhibe eden nitrik oksit ve prostasiklin (PGI2) gibi maddeler iiretir [2]. Bu koruyucu
mediyatorler, damar duvarinin kan bilesenleri ile etkilesimini baskilayarak tromboz
egilimini azaltmaya c¢alisir. Ancak, damar duvarma uygulanan hemodinamik
kuvvetler yine de bu koruyucu 6nlemleri atlayabilir ve intimal hiperplazi, trombiis,

vazospazm gibi durumlara neden olabilirler [3,4].

Arteriyel ve venoz greftlerin vazospazma yatkinlik olusturabilmesi 6nemli
bir klinik sorundur. Greft spazmini 6nlemek igin vazodilator 6zelliklere sahip gesitli
ilaclar aragtirllmigtir[5-8]. Ancak halen etkili, uzun siireli ve giivenli bir ilag ve bir
uygulama yontemi arayis1 devam etmektedir. Bu amacla Duman ve ark. botulinum
toksininin damar greft spazmini engelleme iizerindeki etkisini in-vitro olarak
arastirmiglardir ve BonT-A'nin damar greftleri ilizerindeki gevsetici etkisinin

papaverinden daha uzun oldugunu gézlemlemislerdir [9].



Bir¢ok hayvan damar anastomoz modelinde intraoperatif olarak veya
ameliyattan birka¢ giin 6nce yapilan perivaskiiler botulinum toksin uygulamasinin,
perfiizyonu iyilestirdigi, arteriyel ve venoz dilatasyonu artirdigi, trombozu azalttig
ve hem random patern hem de pedikiillii flep sagkalimini iyilestirdigi gosterilmistir.
Hayvan modellerinde toksinin prosediirle es zamanli olarak veya 6n tedavi olarak
uygulandiginda, vaskiiler faydalarinin kisa bir siirede ortaya cikip birka¢ hafta
boyunca devam ettirilebildigi gosterilmistir. Birkag hafta siirebilen etkileri, etkisi
yalnizca birkac saat sliren papaverin veya lidokain gibi diger yaygin vazoaktif
maddelerle karsilastirildiginda 6nemli 6l¢lide daha uzundur ve vaskiiler greftler
kullanilarak yapilan anastomozlarin trombiis ve spazma yatkinligina olumlu etkileri
daha 6nce in-vivo bir ¢alismada birlikte arastirilmamustir. Bu ¢alismada vaskiiler
greftlerle yapilacak arter anastomozunda intraoperatif olarak alict arterin etrafina

botulinum toksin enjeksiyonu yapilmasinin etkilerini géstermeyi hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Arter ve Ven Duvar1 Histolojisi ve Anatomisi

Kan damarlari i¢ten disa intima, media ve adventisya olarak isimlendirilen
lic tabakadan olusmaktadir. Anastomoz hatlarinda sorunsuz iyilesme, bu {ig
tabakanin anatomik biitiinliigiiniin saglanmasia baghdir [10]. intimal tabaka
limen tarafinda endotel tabakasi ve bu tabakanin altindaki bazal membran ve
subintimadan olusur. Arterlerde, bazal membran komsulugunda yer alan
miyointimal hiicreler ve elastik mikrofibrillerden olusan internal elastik lamina
venlere gore daha kalindir ve bu durum arterlerin yiiksek basinca karsi damar
direncini arttirir. Media tabakasi diiz kas hiicreleri, elastik lifler ve kollajen igerir.
Adventisya en dista yer alir ve bag doku ile beraber damar duvarini besleyen

damarlar olan vasa vasorumlar adventisyada bulunur.

-Tunika intima: Endotel, subendotelyal doku ve internal elastik laminadan

olusur.

a-Endotel: Tek katli yasst epitelden ulusur. Endotel hiicreleri, nitrik oksit,
tip IL,IV,V laminin, kollojen, endotelin, prostaglandin I2(prostasiklin), von
Willebrand faktér ve EDHF (endotel kaynakli hiperpolarizan faktor) sentezler [11]
ve vaskiiler remodelling iizerinde etkileri olan, anjiotensin Il'yi sentezleyen
anjiyotensin-converting enzim [12]; bradikinin, serotonin, prostaglandinler,
trombin ve norepinefrin gibi mediyatorleri metabolize eden enzimleri ve lipoprotein

lipaz enzimini igerir [13].

b-Subendotelyal Tabaka: Sira halinde dizilmis diiz kas hiicreleri ve gevsek

bag dokudan olusur.



c-Internal elastik membran: Elastik lifler yogun olarak bulur. Mediada yer

alan hiicrelerin beslenebilmesi i¢in diffiizyona izin veren fenestralar icerir.

-Tunika media: Proteoglikanlar ve ozellikte tip III kollajenden olusan
ekstraselliiler matrikste yer alan konsantrik diiz kas hiicreleri ve elastik lifleri igerir.

Ekstraselliiler matriks diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenir.

-Tunika adventisya: Fibroblastlar, tip I kollajen ve elastik lifleri igerir.
Cevre yapilarin bag dokular ile devamlilik gosterir. Vaso vasorumlar, nervi
vasorumlar bu tabakada yerlesim gosterir. Muskiiler arterler, elastik arterler ve
biiylik venlerde, media ve adventisya tabakasi arasinda eksternal elastik membran

bulunur.

Kan Damarlarmin Beslenmesi: Intima ve endotel damar icindeki kandan
diflizyon ile beslenir. Biiyilk damarlarin, kalin media ve subintima tabakalar
nedeniyle derinlerdeki hiicrelerin difiizyonla beslenemez; bu yiizden biiyilik
damarlar adventisyada seyreden ve yer yer media tabakasina da giren vasa
vasorumlar tarafindan beslenir. Vasa vazorumlar venlerde daha fazladir ve
subintimal bdlgeye kadar uzanir. Lenfatik kapillerler venlerde media tabakasina

penetre olabilmelerine karsin arterlerde sadece adventisyada bulunur.

Kan Damarlarmin Innervasyonu: Damarlar vazomotor tonustan sorumlu
olan, miyelinsiz sempatik sinirlerce innerve edilir. Bu postganglionik sempatik
sinirler uyarildiginda vasokonstriiksiyona neden olur. Sinirler genellikle mediaya
girmez ve direkt olarak diiz kas hiicreleri ile sinapslasmaz. Sinir u¢larindan mediaya
salgilanan norepinefrin, komsu diiz kas hiicrelerinin kasilmasini saglar ve uyar1 gap

junctionlar yoluyla tiim media tabakasina yayilir ve vazokonstriiksiyon gerceklesir

[14].



2.2. Damar Spazm ve Trombiis Olusumu

Mikrocerrahi tabanli serbest flep ve replantasyon prosediirleri artik %94,3
ile %99,2 arasinda degisen yiiksek basar1 oranlarina sahip yaygin tekniklerdir [15-
18]. Serbest doku transferinin tanitilmasindan bu yana, mikrocerrahi
tekniklerindeki ilerlemeler flep sagkalim oranlarini artirmistir [19]. Ancak,
tekniklerin ilerlemesine ragmen, serbest flep trombozu hala bir endise konusu
olmaya devam etmektedir ¢iinkii daha yiiksek morbidite, artan maliyetler ve daha
uzun hastanede kalis siiresi ile iliskilidir [20]. Mikrocerrahi prosediirlerde revizyon
cerrahilerinin bilinen en yaygin nedeni vaskiiler komplikasyonlardir ve anastomoz
edilen damarlardaki herhangi bir anormallik flebin veya replantin yasayabilirligini

onemli dlgiide etkileyebilir.

Intraoperatif gelisebilecek vazospazm iyi bilinen bir durum olmasina
ragmen, genellikle ongoriilemez bir sekilde meydana gelir ve devam ederse flepte
ve replantta kan akisinin azalmasina ve tromboza yol agabilir [21]. Sonug olarak,
bu durum flebin veya replantin tamamen kaybolmasina veya kismi hasar gormesine
neden olabilir ve mikrocerrahlarin ¢ogu uygulamalarinin bir noktasinda bu sorunla
karsilagsmaktadir [22]. Postoperatif arteriyel vazospazm olgularina kalp damar
cerrahisi ve beyin cerrahisi de aginadir. Kalp cerrahisinde, arteriyel baypas greftinin
refrakter spazminin koroner arter baypas prosediirlerinin %0,4 ila %1,3"'inde
meydana geldigi bildirilmistir [23,24]. Bu durum hem internal mammarian hem de
radyal arter greftlerinde bildirilmistir ve zaman dilimi ameliyat sonras1 3 ila 8 saat
ile 2 giin arasmda degismektedir [23,25,26]. Ozellikle distal radyal arterlerin
yiiksek konsantrasyonda endotelin-1 ve a-adrenerjik reseptorlere sahip oldugu ve
bunlarin dolasimdaki diisiik norepinefrin seviyelerine bile duyarli hale geldigi
bulunmustur [27]. Norosiriirjide, subaraknoid kanamanin bir sonucu olarak serebral

vazospazm 50 yildan uzun bir siire 6nce tanimlanmistir ve subaraknoid kanamasi



olan hastalarinin %70'inde radyografik olarak goriilebilir [28]. Mekanizma tam
olarak agiklanmamistir ancak endotel disfonksiyonu veya vaskiiler diiz kasin
artmis kontraktilitesinin siirekli bir kontraktil yanita neden oldugu diistiniilmektedir
[29]. Vazospazmi Onlemek ve hafifletmek i¢in prosediir sirasinda antispazmodik
ajanlarin lokal uygulamasi yapilir ancak ilag tiirleri ve optimum konsantrasyonlar1

hala tartigma konusudur.
2.2.1.Damar Spazmi ve Trombiis Olusumu Molekiiler Mekanizmast

Vazospazmin altinda yatan mekanizmalar1 karmasiktir. Soguk, damarin
kontrolsiiz manipiilasyonu, kanama, spazma intrensek egilim, endotel hasari,
inflamatuar mediatorler, artmis sempatik tonus ve dolasimdaki vazokonstriktorler
dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere ve yamit olarak ortaya ¢ikabilir [23]. Kan
damarlarinin mekanik olarak gerilmesi, kas reaksiyonlarini indiikleyebilir ve
membran potansiyelini degistirebilir. Membran potansiyelindeki hizli degisiklikler,
diiz kas hiicresi kasilmasini ve vazokonstriksiyonu indiikleyebilir. Bu reaksiyonlar
genellikle pedikiillerin hazirlanmasi sirasinda ortaya ¢ikar. Vaskiiler diseksiyonun

uygun sekilde yonetilmesi ve gerginligin en aza indirilmesi ¢ok 6nemlidir [30].

Kan damarlarinin hiicresel bilesenleri de vazospazm yanitinda 6nemli bir
rol oynar. Damar duvari intima, medya ve adventisya olarak adlandirilan 3
anatomik katmandan olusmustur [31]. Intimanmn &nemli bilesenleri olan endotel
hiicreleri damar tonusunu diizenleyen ¢ok sayida biyoaktif madde salgilar. Nitrik
oksit (NO), prostaglandin 1> (PGI 2) ve endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF)
olarak da bilinen endotel kaynakli hiperpolarizan faktor (EDHF) gibi maddelerin
salinimi, lokal diiz kas gevsemesine ve ardindan vazodilatasyona neden olur. Buna
karsilik, endotelin-1 ve tromboksan A 2 gibi parakrin faktorler vazokonstriksiyona

neden olur. Endotel hiicreleri ayrica intimanin piiriizsiizligiinii korur, trombosit ve



16kosit yapigsmasini ve zararli molekiillerin arter damar duvarina girmesini 6nler

[32].

Kan damar1 duvarlariin medyasi, ¢ok sayida diiz kas hiicresi katmanindan
olusur [33]. Diiz kas hiicreleri kan damarinin diizgiin ¢alismasi i¢in gereklidir [34].
Diiz kas hiicrelerinin kasilmasi ve gevsemesi, damar liimeninin c¢apinda
degisikliklere neden olarak kan damarinin uygun kan basincini korumasini saglar.
Lokal faktorlere ek olarak, anjiyotensin II ve vazopressin gibi sistemik hormonlar
ve norepinefrin gibi sempatik norotransmitterler, spesifik reseptorler araciligiyla
zarla ¢evrili kalsiyum kanallarini aktive ederek diiz kas hiicrelerindeki hiicre i¢i
kalsiyum iyon konsantrasyonunu artirir ve vazokonstriksiyona yol agar [35] (Sekil
1). Diiz kas hiicrelerinin islevleri, mikrocerrahi sirasinda kan damarlarinin

durumunu 6nemli 6lgiide etkiler.
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Sekil 1: Topikal vazodilatorlerin vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerindeki etki
mekanizmasi (Vargas ve ark. ¢calismasindan [21]) (EC, endotel hiicresi; SMC, diiz
hiicre kasi; EDHF, endotel kaynakli hiperpolarizan faktér; ANG, anjiyotensin; ET,
endotelin; TXA 2, tromboksan A 2; PGI 2, Prostaglandin | 2; NO, nitrik oksit; NE,



norepinefrin; Ca 2*, kalsiyum; cGMP, siklik guanozin monofosfat; cCAMP, siklik
adenozin monofosfat; GMP, guanozin monofosfat; AMP, adenozin monofosfat;
CaM, Kalmodulin; MLCK, miyozin hafif zincir kinazi; MLC, miyozin hafif zinciri;

MLCP, miyozin hafif zincir fosfataz)

Vazodilatorler (Sekil 1 sar1 arka planli yesil metin) hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarin1 azaltarak veya nitrik oksit, siklik adenozin monofosfat veya

siklik guanozin monofosfati artirarak etki eder.

Diiz kas hiicrelerinin disfonksiyonu vaskiiler doku dejenerasyonuna,
vaskiiler tonus regiilasyonunun bozulmasina ve potansiyel trombiis olusumuna
neden olabilir. Spazmin tedavisi i¢in mikrocerrahi sirasinda lokal olarak
antispazmodik ajanlar uygulabilir; ancak, vaskiiler spazmi etkili bir sekilde tedavi
etmek i¢in bu ilaglarin optimum konsantrasyonlari belirlenmemistir. Ek olarak bu
ajanlarin kan damarlan tlizerindeki etkileri hala belirsizdir. Dahasi, bu ajanlarin
fizyolojik islevler tlizerindeki etkisi ve toksisitesi ile kullanim igin optimum

konsantrasyonlar heniiz a¢ikliga kavusturulmamistir [36].
2.2.2.Damar Grefti Spazmi

Arteriyel ve venoz greftlerin vazospazmi 6nemli bir klinik sorundur ve damar
greftleri iizerinde spazmojen etkileri olan etkenler bir¢ok arastirmanin konusu
olmustur. Endotelden tiiretilen kasilma faktorleri (6rnegin, endotelin-1),
prostaglandinler (6rnegin, tromboksan A2 veya PGF2a), a-adrenoseptor agonistleri
(6rnegin, norepinefrin, epinefrin, metoksamin ve fenilefrin), trombositten tiiretilen
maddeler (6rnegin, 5-hidroksitriptamin) ve hiicresel membran depolarize edici ajan
olan potasyum ve ayrica mast hiicreleri ve histamin bilinen 6nemli spazmojen
maddeler olarak bilinirler [37, 38]. Ayrica, insan ve hayvan damarlar1 arasinda bu

spazmojenlere yanit olarak belirgin farkliliklar oldugu da belirtilmelidir [37].



Damar greftlerindeki vazospazm, vaskiiler kontraktilite veya endotel
disfonksiyonunun diger yollariyla da iliskili olabilir. Ornegin, otolog nétrofiller
endotel disfonksiyonuna neden olan stabil bir protein olmayan kii¢iik molekiil
salgilar [39]. Ek olarak, RhoA/Rho kinaz yolaginin damar greftlerini spazma

duyarli hale getirebilen baska bir mekanizma olmasi1 muhtemeldir [40].

Diiz kas hiicresinin kasilmasi temelde Kalsiyum sinyal kaskadlari ve
RhoA/Rho-kinaz sinyal yollar1 aracilifiyla gergeklesir ve Rho-kinaz her iki
mekanizmada da 6nemli 6l¢iide yer alir. Daha yakin zamanda, yag hiicrelerinin
veya yag hiicrelerinin hem endokrin hem de parakrin etkilere sahip ¢ok sayida
metabolik olarak aktif madde trettigi fark edilmistir; bu, perivaskiiler yag
dokusunun da vaskiiler spazmda rol oynayabilecegi anlamima gelir [2].
Spazmojenlerin yani sira, hipotermi gibi diger uyaricilar da greft spazminda rol
oynamuistir [41]. Ek olarak, yaygin endotel disfonksiyonuna neden olan diabetes
mellitus gibi metabolik hastaliklarin da vaskiiler greft spazmi riskini artirdig:

gosterilmistir [42].

Saglam endotel, nitrik oksit, endotel kaynakl1 hiperpolarizan faktor ve PGI2
gibi bir dizi endotel kaynakli gevsetici faktorii serbest birakarak damar spazmini
Onleyebilir; bu faktorler arteriyel greftlerde vazokonstriksiyon ve gevsemeyi
dengelemeye yardimci olur [2,3,43]. Sekil 2, damarlardaki kasilmanin (veya
spazmin) olas1 mekanizmalarini ve spazmi dnlemede vaskiiler endotelin roliinii de

gostermektedir.
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Sekil 2: Vaskiiler spazma neden olan kemotraktanlar ve vaskiiler endotelin
vaskiiler spazmi 6nleme mekanizmasi (Guo Wei He ve ark. “Spasm in Arterial

Grafts in Coronary Artery Bypass Grafting Surgery” ¢aligmasindan[11])

2.2.3. Vaskiiler Spazma Yo6nelik Kullanilan Ajanlar

Intraoperatif gelisebilecek vazospazm, dogrudan vaskiiler manipiilasyon,

metabolik homeostaz ve intrensek egilim de dahil olmak iizere ¢ok sayida uyarana
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yanit olarak ortaya ¢ikabilir. Vazospazm, kan akisinin azalmasina ve anastomozun
tromboze olmasina yol agabilir. Mikrocerrahi sirasinda vazospazmin tetikleyici
mekanizmasi belirsiz olsa da, prosediirlerin yiizde 5 ila 10'unu 6nemli Olgiide
etkiledigi tahmin edilmektedir [21]. Vazospazmi Onlemek veya azaltmak igin

bir¢ok farmakolojik ajan hayvan ve in- vitro modellerde degerlendirilmistir

Birlesik Krallik'taki plastik cerrahlar arasinda yakin zamanda yapilan bir
anket, %94'niin rutin olarak intraoperatif vazodilator kullanmasina ragmen,
bunlarin kullaniminin gerekgesinin, tercih edilen ajan(lar)in ve uygulama
tekniginin biylik dlciide degistigini ortaya koymustur [44]. Papaverin, verapamil
ve/veya lidokain cogunlukla tercih edilen ajanlardir; cerrahlarin biiyiik bir
¢ogunlugu bu ajanlar1 topikal olarak kullanmaktadir, kiigiik bir grup ise bu ajanlari

topikal kullanmanin yanisira damar liimenini bu ajanlarla yikamaktadir [44].

Vaskiiler spazma yonelik kullanilan ajanlar etki mekanizmalarina gére bes
farmakolojik  kategoriye ayrilir: fosfodiesteraz inhibitdrleri  (papaverin,
pentoksifilin ve amrinon), lokal anestezikler (lidokain), kalsiyum kanal blokerleri
(nikardipin, verapamil, nifedipin ve magnezyum siilfat), direkt etkili vazodilatorler
(sodyum nitroprussid, prostaglandin E1, nitrogliserin ve hidralazin) ve alfa

antagonistleri (fentolamin ve klorpromazin) [21].
Fosfodiesteraz Inhibitérleri

Fosfodiesteraz inhibitorleri, siklik guanozin monofosfati inaktive etme
islevi goren fosfodiesterazi antagonize eder. Vaskiiler diiz kas hiicreleri icindeki bu
ikinci habercinin artan konsantrasyonu, miyozin hafif zincir kinazinin etkisini

inhibe eder ve sonugta gevseme ve vazodilatasyona neden olur [21].
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Papaverin

Papaverin, siklik niikleotid fosfodiesterazlari inhibe ederek, hiicre igi siklik
guanozin monofosfat birikimine neden olur ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
kasilma aktivitesini azaltir [45,46]. Papaverinin spazmolitik etkisine ek olarak,
kolajen kaynakli trombosit agregasyonunu ve serotonin salinimini da inhibe eder.
Kalsiyum kanal antagonizmasi, vazodilatasyonun ek bir mekanizmasi olabilir [47].
Dikkat ¢ekici olarak, mevcut papaverin soliisyonlar1 genellikle oldukga asidiktir
(pH, 3 ila 4,5) ve vaskiiler endotele karsi asindirici olabilir [48]. Hayvan
arastirmalarinda vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinin apoptozunu indiikler [49].
Bu nedenle, sistemik uygulama kontrendikedir ve papaverinin intraluminal
irrigasyon olarak kullanimi sorgulanmustir. Etkililik agisindan, papaverinin, tuzlu
suya kiyasla arteriyel mikroanastomoz agikligini iyilestirdigi ve etkili rahatlama
sagladig1 (kan akisi kontroliin %116's1) ve vazospazmi bir dereceye kadar onledigi
gosterilmistir. Evans ve arkadaslari, topikal papaverin uygulamasindan sonra
yeniden anastomoze edilen bir tavsan karotis arterindeki kan akisinda dnemli ve
tutarl1 bir artig bulmustur [50]. Benzer bulgular Gherardini ve arkadaglari tarafindan
da dogrulanmistir [50]. Papaverin, acgiga c¢ikarilmis bir sigan femoral arter
modelinde damar ¢apinda ani ve 6nemli bir artisa (yiizde 66 artis) neden olmustur
[47]. Hou ve arkadaslar1 ayrica papaverinin sigan femoral arterinin kan kaynakl
vazospazmint dnlemede ve ¢ézmede etkili oldugunu gostermistir [51]. EK olarak,
papaverin spastik olmayan damarlar tizerinde vazodilator bir etki géstermistir ve bu
da akimda mutlak bir artisa neden olmustur. Birkag ¢alismada topikal uygulamadan
sonra etki siiresinin 5 dakikadan az, bir digerinde ise 1 dakikadan az oldugu
bildirilmistir [47]. Genel olarak, papaverin hizli baglayan ve makul bir etki siiresine

sahip etkili bir spazmolitik ve antispazmodik topikal ajandir.
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Pentoksifilin

Pentoksifilin, vaskiiler kladikasyonun tedavisinde klinik olarak
kullanimiyla bilinen, fosfodiesterazin bir diger kompetitif inhibitoridiir [52].
Eritrosit deformabilitesini artirarak daha diisiik kan viskozitesi gibi antikoagiilan
bir etkiye neden olur [53]. Topikal vazodilator olarak kullanildiginda, pentoksifilin
cesitli hayvan modellerinde in vivo vazospazm siiresini azaltir [54] ve digerlerinde
deri flebi sagkalimini iyilestirir [55,56]; ancak topikal uygulama ile etki baslangici

veya siiresi hakkinda herhangi bir bilgi bulunamamastir.
Amrinon

Fosfodiesteraz III'iin secici bir inhibitorii olan amrinon, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde siklik adenozin monofosfat ve siklik guanozin monofosfati artirarak
vazodilatasyona neden olur [57]. Amerika Birlesik Devletleri'nde inotropik
amrinon konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde kullanilir. Sistemik uygulama
hipotansiyona ve artmis miyokardiyal talebe neden olur, bu nedenle amrinon
kullanim1  hipertrofik kardiyomiyopati ve aort stenozu olan hastalarda
kontrendikedir [58]. Ancak topikal amrinonun, bir sigan femoral arter modelinde
vazospazmi giderebildigi gosterilmistir [59]. Ichioka ve arkadaslari, topikal
vazodilatorlerle ilgili nadir bir insan flep ¢alismasinda, amrinonun vazospazmi
giderdigini ve topikal uygulamadan 10 dakika sonra flebe giden kan akisini 6nemli
o6l¢iide artirdigini bulmuslardir[59]. Amrinon etkili bir topikal spazmolitik olmasina

ragmen, istenmeyen sistemik etki riski yaygin klinik kullanimin1 sinirlayabilir.
Lokal Anestezikler

Depolarizasyonu ve kalsiyum kanal aktivasyonunu 6nlemek i¢in membran
stabilizasyonuna ek olarak, topikal olarak kullanilan lokal anestezikler diiz kas

hiicreleri tizerinde dogrudan spazmolitik etki olusturur [21].
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Lidokain

Baslica lokal anestezik ve antiaritmik etkileri i¢in kullanilan lidokainin lokal
vazoaktif Ozelliklerini nasil gosterdigine dair kesin mekanizma belirsizdir.
Vazodilatasyon, voltaj kapili sodyum kanallarinin inhibisyonundan kaynaklanabilir
ve vaskiiler diiz kas hiicreleri i¢indeki hiicre i¢i sodyum ve kalsiyum
konsantrasyonunda azalmaya neden olabilir [46]. Hiicre zarmin stabilizasyonunu,
depolarizasyonu ve kalsiyum girisini 6nleme gibi etkilerinin de vazodilatasyonun
birincil mekanizmasi oldugunu o6ne siiriilmiistiir [45]. Yine etkilerinin baslica
yakindaki otonom sinir hiicreleri iizerindeki endotel bagimli etkiler aracilifiyla
gerceklestigi O6ne siiriilmistiir [60]. Hayvan g¢alismalarinda, Geter ve ark. %2
lidokain uygulamasiyla si¢can kuyrugu arterinin epinefrin kaynakli vazospazminda
bir iyilesme bulmamis ancak %20 lidokain ile 15 ila 30 dakika i¢inde tamamen
¢ozildiugilinii gormiislerdir [61]. Gherardini ve ark. tavsan karotis arterinde deneysel
olarak olusturulan vazospazmda %2 lidokain ve %20 lidokainin topikal
uygulamasini incelemisler ve yalnizca daha yiiksek dozda anlamli 1yilesme
bulmuslardir [50]. Ichioka ve arkadaslar1 %10 lidokain uygulandiktan sonra sigan
femoral arterinde epinefrin kaynakli vazospazmda anlamli iyilesme bulmuslardir
[59]. Mikrovaskiiler vazokonstriksiyonu ¢6zmek igin ideal lidokain
konsantrasyonunun %12 oldugu bildirilmistir ¢linkii bu dozun, ergotamin kaynakli
vazospazmi degerlendiren bir si¢an kuyruk arteri ¢calismasinda %20 lidokain kadar
etkili ancak daha az toksik oldugu gosterilmistir [60]. Benzer bir takip ¢alismasinda,
ayn1 grup %12 lidokainin daha diisiik konsantrasyonlardan daha fazla etkiye sahip
oldugunu ve minimum lokal doku toksisitesi oldugunu bulmuslardir [62]. Ohta ve
arkadaslar1 yabanci kanin vazospazmi indiiklemek icin kullanildigi bir sican
femoral arter modeli kulland1 ve %?2 ila %40 konsantrasyonlarinda topikal olarak

lidokain uyguladi. Spazmolitik etki degismemis olsa da, etkinin siiresi artan

15



konsantrasyonlarla birlikte artti. Bu yazarlar, %20 lidokainin mikrocerrahi sirasinda
topikal bir ajan olarak kullanildiginda en etkili oldugunu 6ne siirdiiler [63]. Ayn1
bulgu, %2 ve %20 lidokaini karsilagtiran bagka bir sican modelinde de One
siiriilmiistii [61]. Insanlar igin, %2'nin iizerindeki dozlarin giivenligi kesin olarak
belirlenmemistir; ancak Johnstone ve ark. periferik lidokain konsantrasyonlarinin
1,5 pg/ml'de zirve yaptig1 mikrovaskiiler rekonstriiksiyon vakalar1 sirasinda %4
lidokainin topikal uygulanmasindan sonra dort hasta serisinde sistemik toksisiteye
dair bir kanit bildirmediler; bu, 5 ila 10 pg/ml'lik belirlenmis toksisite seviyesinin

cok altindayd [64].

Diisiik konsantrasyonlarda, lidokainin damar spazmini kotilestirdigi
bildirilmistir [50,51]. Chen ve arkadaslar1, %1 lidokainin aslinda bir sican cremaster
kas modelinde damar spazmini kétiilestirdigini ve 5. ve 10. dakikalarda damar
capinda ek bir onemli azalmaya neden oldugunu bildirmistir [51]. Hyza ve
arkadaslari, %2 lidokain uygulamasmin bir sican arka bacak flep modelinde
vazospazm siiresini onemli dl¢lide uzattigini bulmustur [54]. Bu endiselerin bir
sonucu olarak, bir dizi ¢alisma bu konsantrasyonun topikal bir ajan olarak klinik
kullaniminin yararliligini sorgulamistir [50, 51]. Diger ¢alismalar, daha diisiik
lidokain konsantrasyonlarinin etkili oldugunu bulmustur. Vazospazmin kimyasal
olarak olusturulmadigi sican femoral arterleri {izerinde %1 lidokainin etkisine
iliskin bir in vivo ¢alismada, Kerschner ve Futran kontrol ile karsilastirildiginda
onemli 6l¢tide artmig bir damar ¢ap1 bulmustur [47]. Yokoyama ve arkadaslari Sigan
femoral arterlerinin epinefrin kaynakli vazospazminin tedavisinde %2 topikal
lidokain kullanmis ve akista hemen, 6nemli bir artis bulmustur [65]. Genel olarak,
lidokain muhtemelen doza bagimhi etki goOsteren bir ajandir ve vazospazmi

gidermek i¢in pratik kullanimi konusunda tartismalar vardir. Daha yiiksek
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konsantrasyonlar deneysel olarak etkili olsa da, lokal ve sistemik

komplikasyonlarin potansiyeli klinik uygulamasini sinirlar.
Kalsiyum Kanal Blokerleri

Yiiksek konsantrasyonlarda hiicre i¢i kalsiyum, miyozin hafif zincir kinazi
yoluyla vazokonstriksiyona neden olur, miyozin-aktin etkilesimine izin verir ve diiz
kas kasilmasina neden olur [66]. Transmembran voltaj kapili kalsiyum kanallarinin
antagonizmasi, vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonlarin1 azaltarak vazodilatasyona neden olur (Figiir 3). Membran
kalsiyum kanal inhibitorleri, bazilar1 kardiyak anjina ve serebral vazospazmlari
tedavi etmek i¢in kullanilmasina ragmen, en yaygimn olarak hipertansiyon
tedavisinde kullanilir. Dihidropiridin tiirevi ilaglar (nikardipin ve nifedipin), ticari

olarak temin edilebilen kalsiyum kanal blokerlerinin biiyiik kismin olusturur.

2+
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Verapamil,
Lidocaine Nifedipine, a-1 Receptor ‘
Nicardipine ——— Phentolamine,
I ine ;
l Chlorpromazine

Depolarization

C32+
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Chlorpromazine

i Hyperpolarization
K YpepoEn v Phosphodiesterases Papaverine,
Ca2*---calmodulin Pentoxifylline,
¢ Amrinone
Hydralazine Myosin light chain kinase
1|y <
cAMP A cGMP NO NO

Myosin + Actin

v
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Nitroglycerin,
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Sekil 3: Topikal vazodilatasyon mekanizmalari (Vargas ve ark. ¢alismasindan [21])
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Topikal vazodilatorlerin vaskiiler diiz kas hiicreleri {iizerindeki etki
mekanizmasinin basitlestirilmis diyagrami. Vazodilatorler (yesil metin) oncelikli
olarak hiicre ici kalsiyum konsantrasyonlarini azaltarak veya nitrik oksit, siklik
adenozin monofosfat veya siklik guanozin monofosfati (mavi metin) artirarak etki
eder. Ca2+, kalsiyum; cGMP: siklik guanozin monofosfat; cCAMP: siklik adenozin

monofosfat; NO: nitrik oksit.
Verapamil

Verapamil, L tipi kalsiyum kanallarinin antagonistidir ve hipertansiyon ve
kardiyak aritmi tedavisinde yaygin olarak kullanilir. Son zamanlarda serebral
vazospazmlarin dogrudan intra-arteriyel tedavisinde kullanimi giindeme gelmistir
[67]. Mikrovaskiiler calismalarda, Hyza ve arkadaslari, bir sigan arka bacak flebinin
gerilim kaynakli vazospazmindan sonra, topikal verapamilin spazm siiresini etkili
bir sekilde azalttigini bulmuslardir [54]. Weinzweig ve arkadaglart da, varapamilin
sican femoral arterinin mekanik ve buz kaynakli vazospazminin 6nlenmesinde ve
tedavisinde etkili oldugunu bildirmislerdir [68]. Verapamil, topikal bir ajan olarak
bir dereceye kadar etkili goriinmektedir, ancak etkisi diger ila¢ siniflarindaki

ajanlara gore daha az giiclii gériinmektedir.
Magnezyum Siilfat

Genellikle eklampsi ve torsades de pointes tedavisinde kullanilan
magnezyum = siilfat, muhtemelen kalsiyum kanal inhibisyonuyla iligkili
bronkodilatdr ve vazodilator 6zelliklere de sahiptir. Hyza ve arkadaslari, sigan arka
bacak modelinde ¢ekis kaynakli vazospazm lizerine yakin zamanda yapilan bir
calismada, %10 magnezyum siilfatin topikal uygulamasinin hem vazospazmi
azaltmada hem de hiperperfiizyona kadar gecen siirede en giivenilir ajan oldugunu

buldular ancak topikal uygulama ile etki hizi ve siiresiyle ilgili sonuglar eksikti [54].
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Direkt Etkili Vazodilatorler

Bu kategorideki ajanlar, vaskiiler diiz kaslarin gevsemesini saglamak icin
ikinci haberci sistemleri (siklik adenozin monofosfat ve siklik guanozin

monofosfat) araciligiyla etki ederler [66].
Sodyum Nitroprussid

Sodyum nitroprussid, nitrik oksit iiretmek i¢in oksihemoglobin ile
etkilesime girer ve bunun sonucunda hiicre i¢i siklik guanozin monofosfat artar,
miyozin hafif zincir kinazinin inhibisyonu ve vazodilatasyon meydana gelir. Hem
arteriyel hem de vendz sistemler iizerindeki etkisi nedeniyle, sodyum nitroprussid
hem kardiyak 6n yiikii hem de son yiikii azaltir ve bu nedenle antihipertansif bir
ajan olarak ve konjestif kalp yetmezliginin tedavisinde etkilidir. Sistemik
uygulamadan sonra rebound vazokonstriksiyon bildirilmistir, ancak bu etki heniiz
mikrocerrahi literatiiriinde bildirilmemistir [69]. Gurlek ve ark. tavsan karotis arter
modelinde anastomoz kaynakli vazospazmdan sonra sodyum nitroprussidin topikal
uygulamasinin damar akisinda 6nemli Olgiide artisa neden oldugu bildirilmistir
[50]. Ancak, sican modelinde gerilim kaynakli vazospazm kullanilarak yapilan
yakin tarihli bir degerlendirme, sodyum nitroprussidin vazospazm siiresini veya
hiperperfiizyon siiresini kontrole kiyasla 6nemli 6l¢tide kisaltmada etkili olmadigini
bulmustur [54]. Sodyum nitroprussidin metabolizmasi, detoksifikasyon igin
endojen kiikdirt ile daha fazla reaksiyon gerektiren methemoglobin ve siyaniir liretir.
Siyaniir toksisitesi, methemoglobinemi ve artmis tiyosiyanat zararli potansiyel yan
etkilerdir. Sodyum nitroprussidin 1s18a duyarli olmasi ve uygulamadan dnce opak
bir ambalaj malzemesiyle korunmasi gerekir. Bu nedenle cerrahi ortamda sodyum

nitroprussidin kullanimi zorluk gosterebilmektedir.
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Prostaglandin E1

Prostaglandin E1, miyozin hafif zincir kinazinin etkisini bozmak igin hiicre
ici siklik adenozin monofosfat1 artirarak dogrudan damar diiz kas1 iizerinde etki
eden giicli bir vazodilatordiir [70]. Prostaglandin El'in ayrica trombosit
agregasyonu iizerinde inhibitér bir etkiye sahip oldugu disiiniilmektedir [51].
Kullanildigi tibbi uygulamalar arasinda patent duktus arteriosus, erektil
disfonksiyon ve kritik uzuv iskemisinin yonetimi yer alir [71,72]. Chen ve
arkadaglari, epinefrin kaynakli vazospazmdan sonra bir si¢an kremaster kasinda
prostaglandin E1'in topikal uygulamasini degerlendirdiler ve uygulamadan 5 dakika
sonra baglayip 20 dakikalik deneme siiresinin sonuna kadar devam eden damar
capinda O6nemli bir artis buldular [51]. Buna karsilik, Hyza ve arkadaslarinin
calismasinda topikal uygulamadan sonra hiperperfiizyon siliresinde veya vazospazm

sliresinde anlamli bir fark gézlemlenmedi [73].
Nitrogliserin

Organik bir nitrat olan nitrogliserin, nitrik oksit salgilayarak hiicre i¢i siklik
guanozin monofosfatta artisa neden olur ve vaskiiler diiz kas gevsemesine yol agar
[69]. Sistemik olarak uygulandiginda, diisiik dozlarda vendz vazodilatasyon, daha
yiksek dozlarda ise arteriyel vazodilatasyon meydana gelir. Nitrogliserin
preparatlarinin transdermal uygulamasi, celiskili sonuglarla birlikte, cilt flebi
sagkalimmi 1iyilestirmenin olast bir yontemi olarak incelenmistir [74-77].
Mikrocerrahi sirasinda intraoperatif kullanim icin topikal bir preparat olarak, 1
mg/ml'lik bir soliisyonun bir sigan modelinde vazospazm siiresini azaltmada etkili
oldugu gosterilmemistir [73]. Bununla birlikte, insan kas-kutanéz damarlarim
kullanan bir in vitro modelde, Zhang ve arkadaslar1 topikal nitrogliserinin

endotelin-1 kaynakli vazospazmdan sonra konsantrasyona bagli gevseme liretmede
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cok etkili oldugunu bulmuslardir [78], ancak etki baslangi¢ siiresi ve siiresi

incelenmemistir.
Hidralazin

Hidralazin, potasyum kanallarmin aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum
saliniminin inhibisyonu ve vaskiiler endotelden nitrik oksit saliniminin uyarilmast
yoluyla diiz kas hiperpolarizasyonuna neden olur [66]. Hidralazinin nitrik oksit
salinimim uyarma yetenegi fonksiyonel endotele baghidir [79]. Klinik olarak
antihipertansif bir ajan olarak kullanilmasina ragmen, hidralazinin birincil tedavi
olarak kullanim iligkili sempatik uyarim ve refleks tasikardi nedeniyle sinirhidir
[66]. Gurlek ve ark. bir in vitro ¢aligmada hidralazin uygulamasindan sonra tavsan
karotis arterinin norepinefrinle kasilmis halkalarin iki fazli yanitini gostermistir:
diisiik konsantrasyonlar damar kasilmasini daha da artirirken, daha yliksek
konsantrasyonlar bunu rahatlatmistir. Ancak bunu takip eden in vivo c¢aligmada,
anastomoz kaynakli saglam tavsan karotis arteri spazmina hidralazinin topikal
uygulanmasi akigta 6nemli bir artisa neden olmamustir [50]. Topikal vazodilator bir
ajan olarak etkililige dair ek kanit olmadan, mikrocerrahi sirasinda hidralazinin

klinik kullanimi 6nerilmemektedir.
Alfa Antagonistler

Alfa-adrenerjik reseptor antagonistleri, al reseptorlerini, a2 reseptorlerini
veya her ikisini inhibe ederek etki eder. Diiz kas hiicrelerindeki a reseptorlerinin
uyarilmasi, sarkoplazmik retikulumdan hiicre i¢i kalsiyum salinimi yoluyla
vazokonstriksiyona neden olur; alfa reseptorlerinin inhibisyonu ise vazodilatasyona

neden olur.
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Fentolamin

Fentolamin, vazodilatasyon etkisini hiicre i¢i kalsiyum salinimini inhibe
ederek gosteren segici olmayan bir alfa blokerdir. Feokromositoma kaynakli
hipertansiyonun tedavisindeki uygulamasiyla klinik olarak bilinmektedir; ayrica
yakin zamanda kompleks bolgesel agr1 sendromunun yonetiminde de arastirilmigtir
[80]. Huang ve Li, si¢gan cremaster damarlarinin epinefrin kaynakl
vazokonstriksiyonundan sonra topikal fentolaminin etkisini incelemis ve
uygulamadan hemen sonra spazmin hizli ve 6nemli 6l¢iide tersine dondiigiinii
bulmuslardir. Ancak, ¢dzelti epinefrin ile daraltilmamis damarlara uygulandiginda
hicbir etki gorilmemistir. Etki, uygulamadan 2 dakika sonra baglamis ve 20
dakikalik deneme siiresi boyunca silirmiistir. Bu ¢alismada fentolaminin
spazmolitik etkisinin papaverin veya magnezyum siilfattan daha giiclii oldugu

belirtilmistir.
Klorpromazin

Klorpromazin, dopamin, serotonin, histamin ve muskarinik asetilkolin
reseptorlerini antagonize etmesinin yani sira, segici olmayan alfa-adrenerjik
antagonizma yoluyla vazodilatasyona neden olur. Ayrica vazokonstriksiyonu
onlemek igin kalsiyum-kalmodulin kompleksinin olusumunu bloke ettigi
bildirilmistir [81]. Geter ve arkadaslar1, sican kuyruk arterlerinde epinefrin kaynakli
vazokonstriksiyondan sonra topikal klorpromazin uygulamasinin etkisini
incelediler ve vazospazmda hizli, 6nemli, konsantrasyona bagli rahatlama ve damar
acikliginda %20 lidokainin etkisinden daha tstiin bir iyilesme buldular [61].
Notodihardjo ve arkadaslari, anastomoze edilmis sigan femoral arterlerine
klorpromazin uyguladilar ve uygulamadan sonraki 5 dakika i¢inde damarlardaki

akista 60 dakikalik deneme siiresi boyunca siiren 6nemli bir etki buldular [81].
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2.3. Botilinum Toksin
2.3.1. Tarihge
Clostridium Botulinum'un ilk Tanimlar1 ve Kesfi

Gida kaynakli botulizmin kaydedilen en eski salginlarindan biri, 1793
yilinda gliniimiizde Almanya'nin Baden-Wiirttemberg eyaletinde bulunan Wildbad
koytinde meydana geldi. Yerel bir lezzet olan kan sosisiyle dolu domuz midesini
yedikten sonra on ii¢ kisi hastalandi ve alt1 kisi 6ldii. Wiirttemberg'de meydana
gelen oliimciil gida zehirlenmesi vakalari, yetkilileri 1802 yilinda tiitstilenmis kan
sosislerinin tiiketilmesine karsi kamuoyunu uyarmaya ve "sosis zehirlenmesi" vaka
raporlarini toplamaya yoneltti. 1817 ile 1822 yillar1 arasinda Alman hekim Justinus
Kerner, kapsamli klinik gézlemlere ve hayvan deneylerine dayanarak botulizmin
semptomlarinin ilk eksiksiz tanimini yayinladi. Toksinin anaerobik kosullar altinda
bozuk sosislerde gelistigi, biyolojik bir madde oldugu, sinir sistemine etki ettigi ve
az miktarda bile 6liimciil oldugu sonucuna vardi [82]. Kerner, bu "sosis toksininin"
asir1 aktif bir sinir sisteminin neden oldugu cesitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
kullanilabilecegi hipotezini ortaya atti ve bu, bunun terapéotik olarak
kullanilabilecegini 6ne siiren ilk kisi oldu. 1870'te Alman hekim Miiller, sosis
zehirlenmesinin neden oldugu hastaligi tanimlamak i¢in, Latince "sosis" anlamina

gelen botulus kelimesinden tiiretilen botulizm terimini tiiretti [83].

1895 yilinda Belgikali bir mikrobiyolog olan Emile van Ermengem,
giintimiizde Clostridium botulinum olarak adlandirilan bakteriyi kesfetti ve
bakterinin {irettigi bir toksinin botulizme neden oldugunu dogruladi [84]. 14 Aralik
1895'te, Belgika'nin Ellezelles kdylinde, insanlarin tursu ve tiitsiilenmis jambon
yedigi bir cenaze téreninde biiyiik bir botulizm salgim1 yasandi; ii¢ kisi oldii.

Kirlenmis jambonu inceleyen ve jambonu yedikten sonra 6len insanlar tizerinde
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otopsi yapan van Ermengem, Bacillus botulinus adim1 verdigi anaerobik bir
mikroorganizmayi izole etti [82]. Ayrica hayvanlar {izerinde jambon 6zleri, izole
edilmis bakteri kiiltiirleri ve bakterilerden elde edilen toksin 6zleri ile deneyler
yapti. Bunlardan, bakterilerin kendilerinin gida kaynakli botulizme neden olmadig;,
bunun yerine yutulduktan sonra hastaliga neden olan bir toksin iirettigi sonucuna
vardi [85]. Kerner ve van Ermengem'in arastirmalar1 sonucunda, yalnizca kirlenmis
et veya baligin botulizme neden olabilecegi diisiiniiliiyordu. Bu fikir, 1904 yilinda
Almanya'nin Darmstadt kentinde beyaz fasulye konservesi nedeniyle bir botulizm
salgin1 meydana geldiginde ciiriitiildii. 1910 yilinda Alman mikrobiyolog J. Leuchs,
Ellezelles ve Darmstadt'taki salginlarin farkli Bacillus botulinus suslarindan
kaynaklandigini ve toksinlerin serolojik olarak farkli oldugunu gosteren bir makale
yayinladi [82]. 1917 yilinda Bacillus botulinus, Bacillus teriminin yalnizca aerobik
mikroorganizmalar grubunu ifade etmesine, Clostridium teriminin ise yalnizca
anaerobik mikroorganizmalar grubunu tanimlamak i¢in kullanilmasina Karar
verildigi i¢in Clostridium botulinum olarak yeniden adlandirildi. 1919'da Georgina
Burke, toksin-antitoksin reaksiyonlarmi kullanarak A ve B olarak adlandirdig:

iki Clostridium botulinum susunu tanimladi [84].

Sonraki ii¢ on y1l boyunca, 1895-1925 yillar1 arasinda, gida konserveciligi
yilda bir milyar dolarlik bir endiistriye yaklasirken, botulizm halk saglig1 agisindan
tehlikeli hale geldi. Isvigreli-Amerikali bir veteriner bilimci olan Karl Friedrich
Meyer, San Francisco'daki Hooper Vakfi'nda bir merkez kurdu ve burada
organizmay1 yetistirmek ve toksini ¢ikarmak icin teknikler gelistirdi ve bunun
tersine, organizmanin biiylimesini ve toksin liretimini dnlemek ve 1sitma yoluyla
toksini etkisiz hale getirmek igin teknikler gelistirdi. Boylece Kaliforniya konserve

endiistrisi korunmus oldu [85].
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II. Diinya Savasi'nin patlak vermesiyle birlikte, botulinum toksininin silah
haline getirilmesi Maryland'deki Forty Detrick’te arastirildi. Carl Lamanna ve
James Duff, Edward J. Schantz'in ilk klinik {irinii yaratmak ig¢in kullandigi
konsantrasyon ve kristallestirme tekniklerini gelistirdiler [86]. Botulinum
toksininin temel etki mekanizmasinin sinir u¢larindan nérotransmitter asetilkolinin

salinimini engellemek oldugu ise 20. yiizyilin ortalarinda agiklanmistir [87].

Sasilik konusunda uzmanlagmig oftalmologlar, okiiler kaslarin goz
hareketine katkisin1 degerlendirmek i¢in bir tan1 teknigi olarak lokal anesteziklerin
EMG rehberliginde enjeksiyon yontemini (enjeksiyonu yonlendirmek i¢in aktif bir
kastan gelen elektrik sinyali olan elektromiyogrami kullanan) gelistirdiler [88].
Sasilik cerrahisi siklikla tekrarlanmasi gerektiginden, gesitli anestezikler, alkoller,
enzimler, enzim blokerleri ve yilan norotoksinleri kullanilarak cerrahi olmayan
enjeksiyon tedavileri ic¢in bir arastirma yapildi. Son olarak, Daniel B.
Drachman'in Johns Hopkins'te civcivlerle yaptigi ¢alismalardan ilham alan [89]
Alan B. Scott ve meslektaslari maymunlarin ekstraokiiler kaslarina botulinum
toksini enjekte ettiler. Sonug dikkat ¢ekiciydi ¢iinkii hedef kasla sinirli, uzun siireli
ve yan etkisi olmayan bir kas felci gozlemlediler [90]. Dondurarak kurutma,
albliminle tamponlama ve sterilite, giic ve glivenlik saglama tekniklerini
gelistirdikten sonra Scott, FDA'ya arastirma amagli ila¢ kullanimi i¢in bagvurdu ve
San Francisco laboratuvarinda botulinum tip A norotoksini iiretmeye bagladi.
1977'de ilk sasilik hastalarina enjeksiyon yapti, 1980'de klinik faydasini bildirdi ve
kisa siire sonra yiizlerce gdz doktoruna Oculinum ("g6z hizalayic1") adinmi verdigi
ilacin EMG rehberliginde enjeksiyonu konusunda egitim verdi [91]. ABD ve
Kanada'daki oftalmologlar, botulinum toksininin terapdtik bir ajan olarak
kullanimin1 daha da gelistirdiler. 1985'e gelindiginde, blefarospazm ve sasilik

tedavisi i¢in enjeksiyon yerleri ve dozajlarin bilimsel protokolii ampirik olarak
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belirlenmisti [92]. Bu durumun tedavisindeki yan etkilerin nadir, hafif ve tedavi
edilebilir oldugu disiiniilityordu[93]. Enjeksiyonun faydali etkileri yalnizca dort ila
alt1 ay siirdii. Bu nedenle, blefarospazm hastalarinin yilda iki veya ii¢ kez yeniden
enjeksiyona ihtiyaci vardi [94]. 1986'da, Scott'un botulinum toksininin mikro
tireticisi ve dagiticist olan Oculinum Inc, iirtin sorumluluk sigortasi yaptiramadi ve
artik ilaci tedarik edemedi. Stoklar tiikkendikge, periyodik enjeksiyonlara glivenen
insanlar caresiz kaldi. Sorumluluk sorunlari1 ¢dziilene kadar dort ay boyunca,
Amerikal1 blefarospazm hastalar1 enjeksiyonlar1 i¢in Kanada géz merkezlerine
gittiler [95]. Aralik 1989'da Botoks,12 yas tstii kisilerde sasilik, blefarospazm
ve hemifasiyal spazm tedavisi i¢cin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan

onaylandi.

Botulinum toksin tip-A'nin alin kirigikliklarini azaltma ve ortadan kaldirma
etkisi ilk olarak Sacramento, Kaliforniya'dan plastik cerrah Dr. Richard Clark
tarafindan tanimlanmis ve yaymlanmistir. 1987'de Clark, yiiz germe prosediirii
nedeniyle alninin sol tarafi felg olduktan sonra sadece sag taraftaki alin kaslarinin
islev goren bir hastada sekil bozuklugunu ortadan kaldirmak i¢in botulinum toksini
kullandi. Clark, sasilik olan bebekleri tedavi etmek i¢in botulinum toksinin giivenli
bir sekilde kullanildiginin farkindaydi ve hareket eden ve kirisan normal islevli sag
alin kaslarini1 fel¢ ederek alnin her iki tarafinin ayni goriinmesini saglamak i¢in
botulinum toksini ile deneyler yapmak iizere FDA'dan onay istedi ve bu onay alindi.
Bu calisma ve Botulinum toksininin kozmetik bir cerrahinin kozmetik
komplikasyonunu tedavi etmek i¢in kozmetik kullanimina iligkin vaka raporu,
kirigikliklarin - spesifik tedavisine iliskin ilk rapordu ve 1989'da Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi dergisinde yayinlandi[96]. Amerikan Plastik Cerrahlar
Dernegi dergisinin editorleri, "toksinin estetik kosullarda ilk agiklanan kullaniminin

1989'da Clark ve Berris tarafindan yapildigini" agik¢a belirtmislerdir [97]. 1987'de,
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ikisi de Vancouver, British Columbia'da doktor olan Jean ve Alastair Carruthers,
g6z ¢evresine ve Ust ylize enjeksiyon yapilan blefarospazm hastalarinin ayrica
yiizdeki kag arasi ¢izgilerinin ("kaslar arasindaki "kas ¢atma cizgileri") azaldigini
gozlemlediler. Alastair Carruthers, o donemde baskalarinin da bu etkileri fark
ettigini ve botulinum toksininin kozmetik potansiyelini tartistiklarini bildirdi [98].
Diger arastirmacilarin aksine, Carruthers botulinum toksininin kozmetik amagl
kullanilma olasiligindan bahsetmekten fazlasini yapti. Tek endisesi kas cizgileri
olan, aksi takdirde normal bireyler {izerinde klinik bir c¢alisma yiiriittiiler.
Calismalarmi 1987 ile 1989 yillar1 arasinda gergeklestirdiler ve sonuglarini
Amerikan Dermatolojik Cerrahi Dernegi'nin 1990 yillik toplantisinda sundular.
Bulgular1 daha sonra 1992'de yaymlandi [99]. Bu sonu¢ daha sonra diger gruplar
tarafindan dogrulandi (Brin ve Monte Keen y&netimindeki Columbia Universitesi
grubu [100]. FDA, kapsamli klinik ¢alismalardan sonra 2002'de kaslar arasindaki
orta ila siddetli kas catma ¢izgilerinin (kas arasi ¢izgiler) goriiniimiinii gecici olarak
tyilestirmek i¢in botulinum toksin tip A'nin (Botox Cosmetic) onaymi duyurdu.
Bundan ¢ok 6nce, botulinum toksin tip A'nin kozmetik kullanimi yayginlastig1 ve
Botulinum toksin tip A’nin, dis eti giilimsemelerinin tedavisinde de kullanildig:

bilinmekteydi [48].

William J. Binder 2000 yilinda yiiz g¢evresine kozmetik enjeksiyon yaptiran
kisilerin kronik bas agrilarindan kurtulduklarini bildirdi [101]. Bunun baslangigta
kas gerginliginin azalmasmin dolayli bir etkisi oldugu disiiniildii ancak daha
sonralar1 toksinin artik periferik nosiseptif norotransmitterlerin salinimini inhibe
ederek migren bas agrisindan sorumlu merkezi agr1 isleme sistemlerini baskiladig
gosterildi [102,103]. Botulinum toksin tip B, Aralik 2000'de servikal distoni
tedavisi i¢in FDA onay1 aldi [104]. Ocak 2014'te Botulinum toksini, yetiskinlerde

felcle iligkili alt ekstremite spastisitesi nedeniyle olusan ayak bilegi sakatliginin
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tedavisi igin Ingiltere Ilag¢ ve Saglik Uriinleri Diizenleme Ajansi tarafindan

onaylandi.
2.3.2.Molekiiler Yapis1 ve Etki Mekanizmasi

Botulinum nérotoksinleri (BoNT'ler), 6liimciil felgli hastalik botulizmine
neden olan son derece zehirli protein toksinleridir. Bakterilerde dogal olarak birkag
toksik olmayan norotoksin iligkili protein (NAP) ile iiretilirler ve birlikte bilinen en
biiylik bakteriyel toksin kompleksi olan bir progenitor toksin kompleksi (PTC)
olustururlar. Botulinum nérotoksinleri (BoNT'ler), Clostridium botulinum bakterisi
ve daha az siklikla Clostridium butyricum ve Clostridium baratii tarafindan
salgilanir. En az 40 farkli alt tip i¢eren A'dan G'ye kadar (BoNT/A—G) tanimlanan
yedi BoNT serotipi vardir [105]. Sekizinci bir serotip olan BONT/H son zamanlarda
bildirilmistir ancak daha fazla dogrulama beklemektedir [106,107]. BONT/A, B, E
ve F'nin hem insanlarda hem de diger hayvanlarda botulizme neden oldugu
bilinirken, BONT/C ve D esas olarak sigirlari, kiimes hayvanlarini ve yabani kuslar
etkiler [108]. Tim BoNT'ler, periferik kolinerjik sinir terminallerinde

norotransmisyonu bloke ederek etkilerini gosterirler [109].

Botulinum néorotoksini, yaklasik 150 kDa molekiiler kiitleye sahip tek bir
polipeptit zinciri olarak {iretilir. Bu 6ncii protein daha sonra, 100 kDa agir zincir
(AZ) ve 50 kDa hafif zincirden (HZ) olusan tamamen aktif bir ndrotoksin tireten,
aciga ¢ikmis bir protein duyarli halkada bakteriyel proteazlar tarafindan kesilir
(Sekil 4). HZ ve AZ, kovalent olmayan protein-protein etkilesimleri, korunmus bir
zincirler arasi disiilfiir kopriisii ve AZ'den uzanan ve HZ'in etrafini saran bir kugakla
bagli kalir [110]. Toksinin hiicre igi etkisini gosterebilmesi i¢in bahsedilen zincirler
arast baglarin zayiflamas1 gerekli bir 6n kosuldur [111]. BoNT"lerin ti¢ boyutlu

yapilari, hiicre toksikasyon mekanizmalariyla islevsel olarak iliskili olan {i¢ ayr
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alana katlandiklarin1 ortaya koymaktadir. N-terminal alani, Zn2p bagimli bir
endoproteaz olan 50 kDa LC'dir. 100 kDa HC, bir N-terminal translokasyon alani

ve bir C-terminal reseptor baglama alani igerir [48].

Sekil 4: (A) Botulinum nérotoksininin 3 boyutlu yapisi. Baglayici alan agir zincir
N-terminali (AZN) ve agir zincir C-terminali (AZC), translokasyon alan1 (HN) ve
katalitik veya endopeptidaz alan1 (LC) gosterilmistir. Alfa-heliks ve [} tabakalar
sirastyla mavi ve sar1 renkle gosterilmistir. BONT-E hari¢ tim BoNT serotipleri dort
alaninin benzer yapisal organizasyonunu paylasir. (B) Toksik olmayan
nonhemagliitinin A'nin (NTNHA; PDB Kimligi: 3VUQO) yapisi. Kristal yapida,
NTNHA'nin alan organizasyonu BoNT-A'ya benzerdir. (Raj Kumar ve ark.

calismasindan [112])

Botulinum noérotoksinleri, Clostridium botulinum bakterisinden multimerik
kompleksler seklinde salgilanir ve norotoksin genine bitisik genler tarafindan
kodlanan bir dizi toksik olmayan protein igerir [113]. Bu protein komplekslerinin
boyutlar1 300 kDa ile 900 kDa arasinda degisir ve ii¢ progenitdr toksin formunda
bulunur: orta, biiyiik ve ekstra biiylik formlari. M formu nérotoksin (150 kDa) ve

norotoksin baglayici protein (NBP)18 veya 12S molekiiler boyuta sahip toksik
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olmayan nonhemagliitinin bileseni (NHB)19 olarak adlandirilan toksik olmayan bir
protein bileseninden (120 kDa) olusur (kompleks formlarin molekiiler boyutu
sedimantasyon denge degerleri olarak ifade edilir). Biiylik formunun molekiiler
agirh@r yaklastk 500 kDa ve molekiiler boyutu 16S'dir. Ekstra biiyiikk formu
yaklastk 900 kDa ve 19S'dir. Biiyiik ve ekstra biiyiik kompleksler 150 kDa
norotoksin kismindan ve bir NHB/NBP ve birka¢ hemaglutinin proteininden (HA)
olusan bir kompleks protein setinden olusur. Bunlar norotoksin iligkili proteinler
(NIP'ler) ve ayrica kompleks veya aksesuar proteinler olarak adlandirilir. Kovalent
olmayan etkilesimler yoluyla stabilize edilen NIP'ler, BONT kompleksinin toplam

kiitlesinin %70'ine kadarini olusturur [114].

Giintimiizde, baglica BoNT terapétik tirtinleri arasinda BoNT-A kompleksi
(BOTOX ve Dysport, Galderma Laboratories, L.P. olarak pazarlanmaktadir),
BoNT-B kompleksi (ABD'de MYOBLOC, Solstice Neurosciences, LLC ve
Avrupa'da NeuroBloc, Eisai Manufacturing Inc. olarak pazarlanmaktadir) ve NAP
icermeyen izole edilmis BoNT-A (XEOMIN, Merz North America, Inc. olarak
pazarlanmaktadir) yer almaktadir. NIP'lerin herhangi bir terapétik rolii olmamasina
ragmen, bunlar BoONT formiilasyonunun stabilitesinde ve terapotik amaglar icin
enjekte edilen BoNT'nin difiizyonunda rol oynayabilir[115, 116]. Genel olarak,
kompleks formdaki BoNT, pH, sicaklik ve proteazlar gibi cevresel strese
dayaniklhidir. Ancak, ticari triinler {riiniin stabilitesini etkileyebilecek ek
formiilasyonlar igerir. BoNT-A kompleks preparatlarinda, sodyum kloriir
(BOTOX) veya laktoz (Dysport) eklenmesi BoNT'nin sterik konformasyonunu
korur [117]. Yiizey adsorpsiyonundan kaynaklanan kaybi 6nlemek i¢in insan serum
alblimini de eklenir. Toksin daha sonra dondurularak (Dysport) veya

dondurulmadan (BOTOX) kurutulur. Bunlar ve saf BONT-A iiriinii olan XEOMIN,
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fizyolojik pH'a yakin tutulan tuzlu c¢ozeltiyle yeniden olusturulan liyofilize

uriunlerdir.

Terapotik BoNT preparati hedef dokuya enjekte edildiginde, periferik
kolinerjik sinir terminallerine giren ve néroekzositoz aparatinin 6nemli bilesenleri
olan proteinleri parcalayan bir metaloproteinaz gibi davranarak norotransmitter
salmmminin kalici ancak geri doniisiimlii bir inhibisyonuna neden olur. BoNT
etkisinin kesin molekiiler mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilmamistir, ancak
mevcut deneysel kanitlara dayanarak, BoNT zehirlenmesinin toksinin iglevsel
alanlarmin her birini igeren ¢ok adimli bir siirecle gerceklestigine inanilmaktadir
[115]. Bu adimlar, ndrotoksinin presinaptik sinir terminalindeki belirli reseptorlere
baglanmasini, toksinin sinir hiicresine igsellestirilmesini ve endozomal membran
boyunca taginmasini ve ndrotransmitter salinimi i¢in 6nemli proteinlere kars1 hiicre

ici endopeptidaz aktivitesini igerir.

Botulinum ndérotoksinleri hedef hiicreleri icin yiiksek afiniteye ve 6zgiilliige
sahiptir ve noronal hiicre ylizeyinde baglanmak icin iki farkli koreseptor kullanir.
BoNT'lerin noromiiskiiler kavsaga baglanmasi, reseptor baglayict agir zincir alani
ile 6zellikle néronlarda zenginlestirildigi bilinen GT1b, GD1b, GQ1b olmak iizere
karmagik polisialogangliosidler arasinda siki bir iligki icerir [118,119]. BONT-A, -
B, -E, -F ve -G, gangliosidler i¢in korunmus bir baglanma cebine sahipken, BONT-

C ve BoNT-D, gangliosidler i¢in iki baglanma yeri gosterir.

Gangliosidlere baglandiktan sonra, zarla g¢evrili gangliosid-toksin
kompleksi toksin spesifik protein reseptoriine ulasmak {izere hareket eder. Farkli
BoNT serotipleri farkli protein reseptorlerine baglanir. Sinaptik vezikiil
glikoproteini 2 (SV2; izoformlar A—C), bir sinaptik vezikiil glikoproteini, BoNT-

A, -D, -E, -F ve -G igin bir reseptor olarak tanimlanmistir [120]. Sinaptik vezikiil
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proteini olan sinaptotagmin, botulinum ndérotoksini (BoNT) tipleri B ve G igin
reseptOr olarak tanimlanmistir [118]. Botulinum nérotoksini G, sinaptotagminin
intraluminal alanma baglanirken, BoNT-A, -D, -E ve -F, SV2'nin 4. halkasina
baglanir. Botulinum noérotoksini C, néronal hiicrelerde tanimlanmis bir protein
reseptorii olmayan tek serotiptir. Yukarida belirtildigi gibi, BoNT-C'nin iKi
ganglioside baglanmasinin yani sira fosfoinozitid iceren lipozomlara baglandig da

bildirilmistir [121].

Noronal hiicre ylizey reseptorlerine baglandiktan sonra, BoNT reseptor
aracili endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir [46,110]. BoNT'lerin erken endozomlara
dahil edilmesinden sonra, endositotik vezikiillerin asidik ortaminin norotoksin
yapisinda konformasyonel bir degisiklige neden olduguna inanilmaktadir. Agir
zincir sinaptik vezikiil membranina sokulur ve HZ'1 sitozole tasiyan bir

transmembran protein iletim kanal1 olusturur [109].

Noronal sitozole internalizasyondan sonra, BoNT'ler toksik etkilerini,
vezikiiler trafige ve nérotransmitter salinimina temel olan iic SNARE proteininden
birini spesifik olarak kesen LC'nin metalloproteaz aktivitesi sayesinde gosterirler.
Spesifik SNARE protein hedefleri ve hidrolitik kesme yeri yedi BONT serotipi
arasinda degisir. 14 BoONT serotipleri A ve E, SNAP-25'i benzersiz bir peptit
baginda spesifik olarak keser. BONT serotipleri B,D,F ve G, VAMP/sinaptobrevin'i
farkli tek peptit baglarinda hidrolize eder ve BoNT-C hem sintaksini hem de SNAP-
25" keser (Sekil 2) [110].
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Sekil 5: Botulinum nérotoksininin (BoNT) etki mekanizmasi.

(Sol) Normal sinapstaki presinaptik ve postsinaptik olaylar. (Sag) BoNT inin neden
oldugu sinaptik olaylar. Adimlar baglanma, hiicre igine alinma, translokasyon ve

endopeptidaz aktivitesidir (Singh ve ark., 2014'ten.[110]).

Yukarida belirtildigi gibi, reseptor aracili endositoz i¢in ikili reseptor modeli
onerilmistir. Sinaptik vezikiil glikoproteini 2C (SV2C) ve gangliosidler
(GT1b/GD1b), BoNT'ler i¢in reseptorler olarak tanimlanmistir. SV2C, CaCo-2
veya m-ICel2 hiicreleri gibi bagirsak hiicrelerinde de eksprese edilir. Bu nedenle,
noronal ve bagirsak hiicrelerindeki BoNT reseptorlerinin ayni olmas1 miimkiindiir.
Ancak, BONT-A AZ'in bagirsak hiicrelerine baglanmasi, néronal hiicrelere kiyasla
cok daha disiiktiir. Bunun nedeni, BONT-A'nin bagirsak reseptorlerine diisiik
afinitesi veya bagirsak hiicrelerinde BoNT-A icin daha az sayida reseptor olmasi
olabilir. Noronal ve bagirsak hiicre zarlarinda BoNT reseptorlerinin herhangi bir
0zel mikrotopografik dagilimi acisindan dogru lokalizasyonu heniiz
belirlenmemistir.  Ancak, BONT-A reseptorleri dogrudan  Kkolesterolle
zenginlestirilmis  mikrodomainlerde lokalize goriinmiiyorken, SNARE'ler

submikrometre boyutlarinda yogunlasmaktadir [122-124].
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BoNT'nin istemsiz kas aktivitesinde inhibitdr potansiyeli onu yararli bir
terapOtik molekiil yapar. Sinir terminalinin BoNT'ler tarafindan etkilenmesi
tamamen geri donidsimliidiir ve noérodejenerasyona yol agmaz [125]. BONT
etkilesimi sirasinda, denervasyonun aksine, sinir terminali ile kas lifi arasindaki
temas motor noronlarin kaybi olmadan siirdiiriiliir. BoNT etkilesim stireci birkag
haftadan aya kadar siirse de gecicidir. Histolojik ¢alismalar iyilesme siirecinin iki
asamada gergeklestigini gostermistir [126]. Baslangigta sinir filizlenmesi meydana
gelir ve yeni sinapslar gelisir, ayrica vezikiil geri doniisiim orani artar. Ikinci
asamada, sinir girintisinin dallar1 filizlenir ve islevsellik normale déner. lyilesme

sliresi, serotiplere ve intoksikasyonun yerine gore degisir [127].

2.3.3. Siganlarda Uygulanacak BoONT-A Dozlart ve BONT-A’nin Vaskiiler

Etkilerinin Baglangi¢ Siiresi

Aoki 2002 yilinda farelerde yaptig1 calismada BONT-A i¢in maksimum kas
paralizisi olugturan dozu 29 tlinite/kg, hayvanlarin %50 sine 6ldiirticii olan dozu 81,4
tinite/kg, etki siiresini 36 giin olarak tanimlamustir [128]. Billante ve arkadaslarinin
yaptigi calismada BONT-A dozlart 350-400 gr agirhigindaki sicanlarda

gastrokinemius kasina uygulanmis ve su sekilde siniflandirilmistir [129]:

[J Minimal doz; 0,625 iinite
0 Diisiik doz; 1,25 {inite

[ Orta doz; 2,5 linite

O Yiksek doz; 5 tnite

[0 Cok yiiksek doz; 10 tinite

Arnold ve arkadaslart 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda

perivaskiiler olarak 5 {inite BONT-A uygulamasi sonras1 1, 14. ve 28. giinlerde
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damar caplarin1 6lgmiisler; BONT-A’nin uygulama sonrasi 1.giiniinde bile hem
arter, hem de ven ¢aplarinda anlamli artisa yol actigini, bu artisin 14.giin 6l¢limiinde
en yiksek seviyeye ¢iktigini ve 28. glinde halen yiiksek oldugunu belirtmislerdir
[130]. Duman ve ark.larinin 2021 yilinda yaptiklar1 in-vitro ¢alismada BONT-A ile
on tedavinin, hem arteryel hem de ven greftlerinin spazminda papaverin ile 6n
tedaviye yamit1 karsilastirilmis; BoNT’nin  vazospazma etkilerinin  hemen
baslayabildigi, inhibisyon etkisinin ¢ozeltinin  konsantrasyonuna, damari
daraltacak maddeye ve greftin yapisina bagli olarak devam ettigi ve 2. saatte arttig1

gosterilmistir [9].

Sketelji ve arkadaslarinin 1983 yilinda sican arka bacaginda BONT ile
yaptiklar1 ¢alismada 5U BONT ile siganin tiim ekstensor ve fleksor kaslarinda
paralizi olustugu bildirilmistir [131]. Kemirgenlerde BONT-A enjeksiyon sonrasi

etkisinin 24. saatte bagladig1 ve 4-6 hafta siirdiigii belirtilmektedir [132].
2.3.4. Vaskiiler Spazm, Trombiis ve Botulinum Toksin

Botulinum toksini (BoNT), uygulandig: doku tiiriine (ndronal, perivaskiiler,
intramuskiiler) ve etkilesime girdigi ndrotransmitter veya reseptdre bagl olarak
birden fazla farkli etkiye sahip olabilir [133]. Cogu klinisyen, BONT ’nin asetilkolin
salmiminin blokaju iliskili etkilerine aginadir. Ancak, BoNT’in norepinefrin igeren
vezikiillerin sinaptik salinimin1 da bloke ettigi daha az bilinmektedir [134,135].
Norepinefrin aracili vaskiiler etkilerin etkisinin baslangici, asetilkolin aracili iskelet
kas1 etkilerine gore daha hizlidir. Norepinefrin salinimmin engellenmesi etkisi,
kompleks bolgesel agr1 sendromu tip 2'de toksinin sempatik blokaj etkisiyle agriy
azaltmasinda etkilidir [136]. Ayn1 zamanda BONT vaskiiler medyatorlerin

ekspresyonunu degistirir ve anjiyogenezisi tesvik eder [71,137].
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BoNT'in 7 serotipi vardir ve sadece A ve B serotipleri insanlarda klinik
kullanim igin ticari olarak mevcuttur. Her serotip, benzersiz ndronal protein
etkilesimleri ve farmakolojik ve biyolojik etkileri olan bir proteazdir. Her serotipin
farkl1 bir etki baslangici zamanlamasi, etki siiresi ve etkilenen belirli
norotransmitterleri vardir. Botulinum toksini tip A, tuzlu suda yeniden
olusturulmas1 gereken liyofilize bir toz olarak vakumla kurutulur ve 3 mevcut
formu vardir: Botox (onabotulinumtoxinA) (Allergan, Madison, New Jersey);
Xeomin (incobotulinumtoxinA): (Merz Pharma, Raleigh, North Carolina); ve
Dysport (abobotulinumtoxinA): (Ipsen, Cambridge, Massachusetts). Botulinum
toksini tip B, pH" disiirilmiis bir sivi olarak hazirlanir ve Myobloc
(rimabotulinumtoxinB) olarak bilinen 1 formu vardir: (Supernus Pharmaceuticals,
Rockville, Maryland). Botulinum toksini tip A’nin insanlarda otoimmiin
hastaliklardan kaynaklanan siddetli periferik arter vazospazminda (Raynaud)
iskemik agr1 ve ilserasyonu tedavi etmek i¢in kullanildigi bilinmektedir
[138,139]. Ancak, kronik vazospazmi tedavi etmek i¢in BONT-A'nin deri alti
perivaskiiler enjeksiyonunun kullanimi, erken veya potansiyel olarak hastalig
degistiren bir miidahale olarak diistiniilmekten ziyade genellikle son ¢are kurtarma
teknigidir. Bunun nedeni 2 ana faktor olabilir: (1) vazospazmi tedavi etmek igin
BONT uygulamasma yonelik FDA tarafindan onaylanmig bir endikasyonun
olmamas1 ve (2) etki mekanizmasi1 ve vaskiiler etkileri konusunda farkindalik
eksikligi.

Daha oOnce yapilan hayvan calismalarinin dahil edildigi bir meta-analiz
calismasinda, perivaskiiler BONT-A ve/veya BONT-B uygulamasinin perfiizyonu
tyilestirdigi, arteriyel ve vendz dilatasyonu artirdigi, trombozu azalttigi ve kritik
iskemik modellerde hem random patern hem de pedikiilli flep sagkalimini

tyilestirdigi, kan akigini 1 hayvan ¢aligsmasi hari¢ tiimiinde kontrollere gore arttigi
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sonuglar1 elde edilmistir [140]. Vaskiiler kan akisinin artmasi, BONT
uygulamasindan sonra lazer doppler perflizyon taramalarinda ve transkutanoz
oksijen satiirasyonu Olglimlerinde iyilesme yoluyla klinik olarak insan

caligmalarinda da gozlemlenmistir [141].

Hayvan modellerinde, BONT prosediirle es zamanli olarak veya 6n tedavi
olarak uygulandiginda, vaskiiler faydalar birka¢ dakika gibi kisa bir siirede hizla
ortaya cikar [135] ve birka¢ hafta boyunca siirebilir[130]. Bu, sadece birkag saat
stiren papaverin veya lokal anestezikler gibi diger yaygin vazoaktif maddelerden

onemli 6l¢iide daha uzundur [142].

Hayvan ¢alismalari BONT nin vazodilatasyon etkisi hem arter hem de ven
tizerinde gosterilmis, arteriyel ve vendz dilatasyon sirasiyla ortalama %39,5 ve
%46,3 arttig1 gozlenmistir[140]. Baska bir ¢alisma ile, BONT ile tedavi edilen
damarlarin vazodilatasyon nedeniyle onarilmasinin daha kolay oldugunu
gosterilmistir. Hem arter hem de ven i¢in onarim siirelerinin kantitatif olarak daha
hizli olmasiyla ve cerrahin BONT ile tedavi edilen damarlarin %60 oraninda
onariminin daha kolay olduguna karar vermesiyle kalitatif olarak kanitlanmistir
[143]. BoNT uygulamasindan sonra vazodilatasyonun hizli baglamasi ve
vazospazmin dnlenmesi, lokal anestezik veya papaverin kaynakli vazodilatasyona
benzer, ancak toksinin etkisi bu medikal ajanlara gore daha uzun sirelidir [144].
Eksternal olarak damarin BoNT ile irrigasyonu, vazospazm ve tromboz riskini
artirabilecek vaskiiler klemple iligkili endotel hasarini 6nleyebildigi sigan femoral

arterindeki ezilme yaralanmasi ¢alismasinda da gosterilmistir [145].

Goldberg ve ark.larmmin meta-analiz c¢alismasinda trombozun baglica
nedenlerinden birinin vazospazm oldugu ve BONT uygulamasindan sonra, salin

kontroliiyle karsilastirildiginda, hem arter hem de venlerde %62 oraninda mutlak
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tromboz riski azalmasi oldugu goriilmiistiir [140]. BONT'in vaskiiler agidan faydali
etkilerine dair bir diger kanit, anastomoz sonrasi buzla muamele ve es zamanl
sistemik fenilefrin uygulamasiyla asir1 vazospastik zorluga maruz birakildigi bir
hayvan ¢alismasinda vaskiiler anastomozdan sonra BoNT ile muamele edilmis

anastomozlarimun tromboza kars1 direng gostermis olmasidir [61].

Tekrarlayan postoperatif vazospazm ve trombozla komplike olan ve iki kez
kullanilan ven greftinin revizyonu yapilan ¢ift ayak parmagi replantasyon
vakasinda BONT kullanimiyla parmaklarin kurtarildigi bir vaka ile BoNT nin
vazospazm ve trombozu onleme etkisi insanlarda da giindeme gelmistir [146]. Bu
vaka raporu, BoNT'nin insanlarda vaskiiler onarimla es zamanli uygulanmasinin
faydali olabilecegini  gostermistir  [147]. BoONT, postoperatif kontrol
anjiyogramlarda greft vazospazmi géstermeyen kiiglik bir vaka serisinde klinik
serebral vaskiiler baypas cerrahisi sirasinda vazospazmi dnlemistir [67]. Botulinum
toksininin, vaskiiler etiyolojisi olan kronik migren bas agrilarin1 6nleme ve tedavi
etmede kullanim i¢in FDA onayl bir endikasyonu vardir. Bir¢ok ¢alisma, BONT-
A'nin iskemik agriy1 azalttigini, iilser iyilesmesini iyilestirdigini ve Raynaud atak
sikligim1 ve siddetini azalttigim1 goOstererek periferik arter vazospazmlarinin
tedavisinde etkili oldugunu goéstermistir [138,139]. Bu, BONT-A'nin hem
endotelin-1- hem de 5-hidroksitriptamin kaynakli kasilmalar1 engelledigini
belirleyen bir insan radyal arter greft ¢alismasinda gosterilmistir. Bu ¢alismada,
papaverinin aksine, BTX-A'nin spazmi Onleme etkinligi zamanla azalmadigi
goriilmiistiir [148]. Son olarak, 1 veya daha fazla iskemik parmagi olan 11 hastanin
dahil edildigi bir klinik ¢alismada, BONT olmadan yonetilen 6 kisilik bir grupta
goriilen %83'liikk bir amputasyon oranina karsin, BONT ile yonetilen 5 hastada

amputasyon oraninin %0 oldugu gézlenmistir [149].
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2.4. Mikrocerrahi
2.4.1.Mikrocerrahi Tarihgesi

Mikrocerrahi; milimetrik vaskiiler ve noral yapilarin onarilmasina olanak
saglayacak cerrahi aletler ve loop, ameliyat mikroskobu gibi optik cihazlar
kullanarak onarilmasini saglayan cerrahi disiplindir. 1950'li yillarda operasyon
mikroskobunun kullanilmastyla gelisen mikrocerrahi uygulamalar giiniimiizde 0,8

mm'nin altindaki damarlarin anastomoze edilmesini saglayacak duruma gelmistir.
Mikrocerrahi tarihgesi

Vaskiiler yapilarin cerrahisi ile ilgili ilk operatif girisimler 16 ve 17.
yiizyillara dayanmaktadir. 1759'da Hallowell yaralanan damarlarin uglarini onarma
fikrini ilk kez basariyla uygulamistir ve parsiyel yaralanmis brakial arter onarimini
gerceklestirmistir [150]. 1877 yilinda Nikolay Vladimirovi¢ Eck, kopeklerde portal
ven ile vena kava inferioru ug-yan anastomoz etmistir. 1889'da Jassinowski separe
dikisler ile u¢ uca arter onarimi islemini ilk kez koyun karotis arterinde basarmistir.
1897'de Murphey arter ve ven anastomozlarinda kullanilabilecegini belirttigi
invaginasyon teknigini yaymlamigtir [151]. 1902 yilinda Alexis Carrel, u¢ uca
damar onarimlarinda halen kullanilmakta olan triangiilasyon yOntemini
tamimlamistir  [152]. Hoepfner 1903 yilinda kopeklerde ilk ekstremite
replantasyonunu gerceklestirmistir. Goyanes ve Lexter 1906 ve 1907 yilinda otolog
ven grefti kullanarak vaskiiler onarimlar yapmislardir. Carrel ve Gutrie birgok
deneysel transplantasyon modelinde c¢alismiglar [152] ve Carrel bu ¢alismalari
nedeniyle 1912 Nobel Tip ve Fizyoloji Odiilii'ne layik goriilmiistiir. Carrel ve
Gutrie oncesinde anastomoz uygulamasi sirasinda sutiir materyalinin intimadan
gecip gecmemesi gerektigi konusunda bir fikir birligi yokken ilgili ¢aligmalar

sonrasinda sutilir materyalinin intimadan da gegmesinin tromboz oranlarini azalttigi
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sonucuna varilmistir. Hallowel ve Holt 1918 yilinda heparini bulmustur [153]. 1933
yilinda Charles ve Scott heparini saflagtirarak klinik uygulamasini kolaylastirmistir
[44]. Heparinin bulunmasiyla mikrovasvaskiiler cerrahi uygulamalarda tromboz
siklig1 ciddi anlamda azalmistir. 1921 yilinda Nylen ve 1923 yilinda Holmgren
kulak burun bogaz operasyonlarinda monookiiler ve binokiiler mikroskobu
kullanmiglardir. 1950'de Perrit g6z operasyonlarinda binokiiler mikroskop
kullanmustir. Ik ameliyat mikroskobu 1951 yilinda Littmann tarafindan gelistirmis
ve 1953 yilinda ticari kullanima sunulmustur. Tubingen ve Barraquer operasyon
mikroskobunu 1953 yilindan itibaren oftalmoloji alaninda kullanmaya baglamiglar
ve birgok mikroalet gelistirmiglerdir. 1950'lerin sonlarinda Jacobson ve Donaghy,
ameliyat mikroskobunu intrakraniyel mikrovaskiiler cerrahide kullanmaya
baslamiglardir. 1961 yilinda Jacobson ve Suarez, sicanlarda ortalama 1,6 mm
captaki damarlar1 operasyon mikroskobu kullanarak %100 basariyla onardiklarin
yayinlamiglardir. 1962 yilinda Malt ve McKhann ilk basarili kol replantasyonunu
gerceklestirmiglerdir.  Yine 1962 yilinda Kleinert ve Kasdan ilk parmak
revaskiilarizasyonu operasyonunu gergeklestirmislerdir. 1965 yilinda ilk basarili
bagparmak replantasyonu Komatsu ve Tamai tarafindan yapilmistir. 1965'te
Yasargil ve Donaghy orta serebral arter tikaniklig1 olan hastalarinda superfisyal
temporal arter ve orta serebral arter arasinda ekstrakraniyel-intrakraniyel sant
girisimlerini ve bu girisimlerde vaskiiler greft kullanimlarini tariflemislerdir [152].
Serbest doku aktarimlart ise 1968 yilinda McLean ve Buncke tarafindan omentum
flebi ile sagli deri rekonstriiksiyonu yapilmasiyla baglamistir. 1973 yilinda Daniel
ilk serbest inguinal flep operasyonunu, Taylor ise ilk serbest fibula flebi
operasyonunu gerceklestirmistir [152]. Ulkemizde ilk mikrocerrahi girisimler,
1970'li yillarda Prof Dr. Ayan Giilgénen ve ark. tarafindan Istanbul Universitesi

Istanbul Tip Fakiiltesinde gergeklestirmis olup bu operasyonlar iilkemizin ilk
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parmak replantasyonu ve ilk serbest doku aktarimi operasyonlaridir. Yine bu
yillarda, yurtdisindan mikrocerrahi alet teminindeki problemler nedeniyle ilk yerli
damar aproksimatorii Prof. Dr. Tahir Hayirlioglu tarafindan sa¢ tokasindan
yapilmis ve Istanbul Tip Fakiiltesindeki mikrovaskiiler uygulamalarda

kullanilmaistir.
2.4.2.Mikrovaskiiler Anastomoz Teknikleri

Mikrovaskiiler ~ anastomozlarin  uygulanmasinda  bircok  teknik
kullanilmaktadir. Her teknige 6zgii farkli avantaj ve dezavantajlar mevcuttur. Farkli
klinik durumlarda farkli yontemler kullanmak gerekebilmektedir. Anastomoz
tipleri; u¢-uca, ug-yan, u¢-yan dal, uc icinde u¢ (sleeve) anastomoz olarak alt

bagliklara ayrilabilir [154].

a. Anastomoz tipi
1) Ug-uca anastomoz
2) Ug-yan anastomoz
3) Ug-yan dal anastomozu
4) Ug i¢inde u¢ anastomoz

5) Manset teknikleri

1)Ug- uca Anastomoz: Ug-uca anastomoz ilk kullanilan ve en sik kullanilan
tekniktir. Damar uglar1 yaklastirict bir mikrovaskiiler klemp ya da ayr1 ayri iki tekli
mikroklemp ile bir araya getirilir. Once arka duvar dikilir, ardindan mikroklempler

dondiiriilerek 6n duvarin dikilmesi saglanir.

2) Ug-yan Anastomoz: Ug uca anastomozun tersine, dondr arterin hedef
organlara kan akimini etkilemeyen bir yontemdir. Dondr arter iizerinde, alic1 arter

capindan daha biiyiik bir delik olusturulur ve alic1 arter bu bdlgeye separe ya da
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kontinii olarak siitiire edilir. Alict arter ve dondr arter aksinin dik olmasi tiirbiilan
akima yol acabilecegi i¢in 30-60 derecelik bir a¢1 ile anastomoz yapilmalidir.
Ozellikle genis ezilme yaralanmasi olan alt ekstremite rekonstriiksiyonlarinda

donor arter akimini korudugu i¢in tercih edilmektedir [152].

3) Ug-yan Dal Anastomozu: Ug-yan anastomoz teknigi modifikasyonudur.
Anastomoz major bir damar yerinde major damardan ayrilan bir damara u¢ uca
anastomoz teknigi ile yapilir. Major bir damarin feda edilmesini gerektirmedigi i¢in

avantajli bir yontemdir.

4) I¢ — ice Anastomoz (Sleeve anastomoz): Kaynak arterin kiiciik, ampiitat
ya da flep arterinin de biiylik oldugu durumlarda uygulanabilir. Distal taraftaki
damar proksimaldeki damarin iistiine gegirilir ve iki ya da 4 sutiir ile fikse edilir.
Bu teknigin avantajlari, ug-uca anastomozdan daha hizli olmasi, intima
diseksiyonunun minimal olmasi, anastomoz hattinda anevrizma bildirilmemesi ve

radyasyona daha direngli olmasidir.

5) Manset Teknikleri: Manset teknikleri (Cuffing), anastomoz hattindaki
kiigiik kacaklar1 engellemek icin kullanilmistir. Bu uygulama terk edilmistir.
Bugiinkii  klinik bilgilerimiz kii¢lik kacaklarin kontrollii kompresyon ile

kendiliginden duracagi, biiyiik kacaklarinsa ek sutiirler gerektirdigi seklindedir.
2.4.3.Siitlirlerin Yerlestirilmesi

Siitiir kullanilarak yapilan anastomozlarda hedef en az siitiir ile sizdirmaz
bir anastomoz elde etmektir [155]. Siitiirler damar duvarini tam kat gegmelidir.
Damar duvarindan parsiyel olarak gecen siitiirler daha fazla media hasarina neden
olur. Siitiir diigtimlenirken damar uglari birbirlerine yaklastirilmali ancak siitiirler
arasinda kalan dokular agir1 derecede sikistirilmamalidir. Uygun gerimde ve uygun

araliklarla atilan siitiirler yiliksek patensi oranlarinin saglanmasinda 6nemlidir. Asir1
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gergin ya da sik atilmis siitiirler damar duvarinda, 6zellikle media tabakasinda
nekroza yol agar ve bu bolgede olusan skar, llimenin daralmasina, vaskiiler tromboz
riskinin artmasina yol agar. Sutiirler esit araliklarla, asir1 sik ya da seyrek olmadan
yerlestirilmelidir. Son atilan iki sutiir sirasinda arka duvardan gegme riski yiiksektir.
Bunun nedeni siitiirler atildik¢a daralan araliktan liimeni gormenin zorlagsmasidir.
Harashina bu zorlugu agmak ic¢in, en son atilan iki ya da ii¢ siitiirlin birlikte
gecilmesini ve sirayla diigiim atilmasini 6nermektedir [156]. Giiniimiizde, 0 ve 180
dereceye iki sutiir yerlestirerek uygulanan biangiilasyon teknigi en sik tercih edilen
tekniktir ancak siitiirlerin yerlestirilmesi i¢in ilk triangiilasyon metodu tarif
edilmistir. Siitiirler 0,3 mm araliklarla yerlestirilmelidir. Bu 0,9-1,0 mm capl bir
damar i¢in yaklagik 8 siitiir atilmasi1 gerektigi anlamina gelir. Siitiirlerin
diigiimlenmesinde cerrahi diigiim teknigi uygulanir. Kontinti dikisler kullanmak
hizl1 bir yontemdir, ancak diiglimlenirken asir1 gerginlige bagl liimenin daralmasi,
siitlirlin  kopmasiyla anastomozun genis bir segmentinin acikta kalmasi gibi

dezavantajlari igerir.
2.4.4.Mikrocerrahi Uygulamalar Sonrasinda Damar Duvari Iyilesme Siireci

Anastomoz sonrasi iyilesme ve yeniden sekillenme asamalar1 iizerine bir¢ok
calisma mevcuttur ancak bu siire¢ heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Tarayict
elektron mikroskop kullanilarak yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler 15181nda,

patent bir anastomoz hattindaki degisiklikler s0yle siralanabilir:

a. Cerrahi travma sonucu subintimal dokular kan ile temas eder. Buna ilk
yanit trombosit adhezyonu ve agregasyonudur. Trombositler Gplb reseptorleri ile
kollajen liflere yapisir. Anastomoz sonrasi llimende ekspoze olan sutiir materyali

trombositler, pihtilasma elemanlar: ve fibrinle kaplanir.
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b. 24 saat sonra trombosit aktivasyonu ve fibrin olusumu maksimum
seviyeye ulasir. Liimende ekspoze olan sutiir materyali kalin bir trombosit-fibrin

tabakasiyla kaplanir [157].

c. Ikinci giin sonunda ise trombosit, fibrin ve kan iiriinlerinden olusan tabaka
sinirlanir. Klemp ayaklar1 arasinda kalan endotel tamamiyla dokiiliir. Sutiirler
arasinda kalan media tabakasinda nekroz ortaya ¢ikmaya baslar [158]. 3. giinde re-
endotelizasyon baslar ve yaklasik olarak 5-7. giinlerde sutiir hatt1 endotelize olur.
Endotel rejenerasyonu icin 4 hipotez vardir. Bunlar; (1) Damar uglarindaki intakt
endotelden anastomoz hatt1 yoniinde ilerleme, (2) Mediadaki diiz kas hiicrelerinin
endotel hiicrelerine doniisiimii, (3) Adventisyadaki fibroblastlarin endotel
hiicrelerine dontisiimii, (4) Dolasimda bulunan kok hiicrelerin hasarlanma

bolgesine gelerek endotele doniistimii hipotezleridir [10].

d. 7. ginde endotelizasyon anastomoz hattinin disina yayilir.

Endotelizasyon, 3. giin baslar ve 7-10. giinler arasinda tamamlanir.

e. 2-3. giinlerde subintimal bdlgeye gd¢ etmeye baslayan media diiz kas
hiicreleri 10. gilinde belirgin bir subintimal hiperplaziye neden olur. Bu asamada
intima media kalinliginin 2/3’iline kadar ulasabilir. Bu kalinlasmaya mediadan go¢
eden diiz kas hiicreleri yaninda, miyofibroblastlar ve makrofajlar sebep olur.
Travma sonrasi1 endotelyal kayba bagli olarak trombosit aktivasyonu sonucu
salgilanan trombosit kaynakli bliyime faktorii (PDGF), diiz kas hiicre gocili ve

proliferasyonunu tetikler [159].

f. Ikinci haftanin sonunda re-endotelizasyonun ge¢ bulgular1 goriiliir.
Ekspoze siitiir materyalleri liimene uzanmis diizensizlikler olarak goriilebilir. Siitiir
hatlar1 arasinda kalan medianin beslenmesi bozulur ve diiz kas nekrozu gelisir (Bu

durum gergin diigiim atilarak yapilan anastomozlarda daha belirgindir). Bu durum
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anastomoz hatt1 diizeyinde damar duvarinda diizensizlik gelisimine yol agar. Damar
duvar diizensizlikleri laminer kan akimini bozarak tromboz i¢in riskli bir durum
olusturabilir. Bu goériiniim re-modelling sonucu uzun siirede (3-6 ay) diizelir.
Medial diiz kas nekrozu, endotel nekrozu gibi klemp ayaklar1 arasinda kalan
alanlarda yaygin bicimde goriilmez. Diiz kas nekrozunun esas sebebi siitiir
hatlarindaki asir1 gerginliktir. Bunun nedeni Morrison tarafindan diiz kaslarin
hipoksi toleransinin yaklasik 2 saat olmasina ancak endotelin hipoksiye toleransinin
10 dakika olmasina baglanmistir [160]. Ancak 30gr/mm?2 iizerindeki basinglar
stireden bagimsiz olarak media diiz kas nekrozuna neden olabilmektedir [161].
Inflamasyon en yogun olarak adventisyada izlenir. Bu nedenle genis
adventisyektomi inflamasyon ve skar olusumunu arttirmakta ve anastomoz
hatlarinda stenoza yol agabilmektedir [162]. Baslangigta yogun lenfositik
infiltrasyon ikinci hafta sonunda azalir. Siitlir materyallerinin tetikledigi yabanci

cisim granulomlar1 goriiliir.
2.4.5.Mikrovaskiiler Greft Uygulamalar

Mikrocerrahi uygulamalarinda, anastomoze edilmek istenen damar uglari,
travma nedeniyle olusan uzun segment vaskiiler yaralanma ya da alict damarin uzak
olmas1 gibi nedenlerle her zaman dogrudan, ug uca getirilerek onarilamamaktadir.
Bu durumlarda vaskiiler greftlerin kullanilmasi glindeme gelmektedir. Vaskiiler
otogreftler olarak ven greftleri 1900'lii yillarin basinda Goyannes, Lexter ve Alexis
Carrel tarafindan kullanilmaya baglanmistir. Mikrovaskiiler otojen greftler ise ilk
kez 1960l y1illarda Gazi Yasargil tarafindan kullanilmistir [151]. Vaskiiler greftler
otojen, allojen ya da sentetik olabilir. Kriyoprezerve edilmis allojenik greftler ve
polytetrafloroetilen (PTFE), polietilenterefitalat (PET), poliiliretan ya da silikon
sentetik greftler literatiirde yaymlanan celigkili patensi oranlari nedeniyle

mikrovaskiiler cerrahi klinik uygulamalarinda yaygin kullanim alanma sahip
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degildir [163-165]. 60-90 um fibriler uzunluga ve 0,16-0,18 mm duvar kalinligina
sahip PTFE yapidaki sentetik greftlerin mikrovaskiiler cerrahi uygulamalarda
kullanildig1 deneysel ve klinik ¢alismalar mevcuttur [166-168]. Bakteriyel kaynakli
seliloz  kullanilarak iiretilen sentetik greftlerin mikrovaskiiler cerrahi
uygulamalarinda kullanilabildigini gosterir deneysel caligmalar mevcut olsa da
heniiz klinik kullanim i¢in yeterli veri yoktur. Mikrocerrahi uygulamalarda kolay
ulagilabilir olmasi, yeterli uzunlukta alinabilmesi ve dondr saha morbiditesinin daha
az olmasi gibi nedenlerle siklikla ven greftleri daha sik tercih edilmektedir
[20,169,170]. Arter greftleri simirli uzunluga sahip olmalari, dondr saha
morbiditeleri nedeniyle daha sinirli uygulama alanina sahiptir [171]. Vaskiiler greft
uygulamalarinda, greftin her iki ucu, anastomoz yapilacak damar uglar1 arasinda ug
uca anastomoze edilebilecegi gibi, vaskiiler greft alici damara ug yan, flep pedikiilii
ya da replantasyonu yapilan amputatin damarlarina da ug¢ uca anastomoz edilebilir.
Yine vaskiiler greft bifurkasyon bdlgesi ile birlikte alinarak bir kaynaktan birden
fazla alic1 damara kan akimi saglanabilir. Bu yontem kimerik flep uygulamalarinda
giindeme gelmektedir. Otolog vaskiiler greftler kullanilarak yapilan onarimlarda
lyilesme, damar uglarinin dogrudan anastomozu ile yapilan onarimlarin iyilesmesi
ile benzer 6zellikler gosterir ancak bazi farkliliklar da barindirir. Greftler donor
sahadan alinip anastomozlar tamamlanana dek avaskiiler kalmaktadir. Bu durum
greft endotel hiicrelerinin iskemi siiresi ile orantili olarak kaybi ile sonuglanir [172].
Ayrica Ozellikle ven greftleri ile yapilan arteriyel defekt onarimlarinda, ven
greftlerinin duvar yapisinin zayif olmasi ve greftin dilatasyonu nedeniyle duvar
gerimi ve laminer akimin bozulmasi daha sik goriilmektedir [172]. Bu durum
intimal hiperplastik yaniti arttirdigi gibi re-endotelizasyonu da uzatir. Re-
endotelizasyonun uzamasi neden oldugu pro-trombotik ve pro-inflamatuar tablo

nedeniyle mikrotromboembolilere ve intimal hiperplastik yanitin daha da
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alevlenmesine yol agabilir [172,173]. Arter greftleri, duvar yapis1 geregi arteriyel
defektlere daha hizli uyum saglamaktadir. Bu nedenle daha az endotelyal hasara
maruz kaldiklari, re-endotelizasyonlarinin daha hizli saglandigi diisiiniilmektedir.
Bu NO ve CGRP gibi vazodilatatér ve antiproliferatif mediyatorler daha erken
ortaya ¢iktig1 ve bu nedenle uzun donem patensilerinin daha yiiksek oldugu olarak

yorumlanmaktadir [171].
2.5. Lazer Doppler Akimélger ile Anastomoz Akimin Ol¢iilmesi

Lazer doppler akimolger (LDA) ilk olarak 1964 yilinda Riva tarafindan
tavsan retinasmin kan akimimi 6lgmek igin kullamilmistir [174,175]. Daha ¢ok
farmakolojik deneyler, yara iyilesmesi, fizyolojik ¢alismalar gibi deneysel tip
alaninda kullanilirken [125,175]; son zamanlarda ¢iiriik, travma, osteotomiler,
ortodontik hareketler ve materyallerin ¢evre ve dis iizerine etkisinin 6l¢iilmesi gibi
dis hekimligi uygulamalar1 [174], farmakoloji [176], i¢ hastaliklar1 [177],
anesteziyoloji ve reanimasyon [178], kardiyovaskuler cerrahi [179], dermatoloji
[180], ilag sanayi sektorii [181], ndroloji [182], ortopedi [183] gibi pek ¢ok tibbi
brang alaninda yapilan arasgtirmalarda kullanimi giindeme gelmistir. Plastik ve

rekonstriktif cerrahide ise flep kanlanmasinin takibinde kullanilabilmektedir [183].

LDA cihazinda olgiilen deger bir nesneden yansiyan radyasyonun
frekansinda olusan doppler kaymasinin nicel bir degerini yansitmaktadir. Bu teknik
giiclii bir monokromatik lazer 1sin1 tagiyan bir optik prob vasitasiyla doku kan
akiminin non invaziv ve siirekli 6l¢iimiine imkan tanir [174]. Ol¢iim i¢in kullanilan
15181n dalga boyu genellikle 633-780 nm arasindadir [184]. Bu 1sinlar diisiik enerjili
lazer olup 1s1 veya nekroza sebep olmaz ve dokular i¢in tehlikeli degildir. Isinin bir
kism1 dokuda absorbe olurken biiylik bir kismi dokudan yansimaktadir. Is181

yansitan statik nesneler dalga boyunu degistirmezken 15181 yansitan hareketli kan
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hiicreleri doppler kaymasina neden olmaktadir [174]. Ol¢iim probunda 1s1n1 dokuya
tastyan verici fiber ve dokudan geri sagilan 1sinlar1 foto dedektore tasiyan toplayict
fiber bulunmaktadir. LDA’de 6lgiilen deger direkt olarak kan hiicrelerinin sayis1 ve
hiziyla orantilidir. Doppler kaymasi ayrica nesnenin hareketlerine, gelen 1s1nin
yOniine ve dagilan 1sinin yoniine bagliyken ve Doppler ultrasonografinin aksine kan
akiminin yoniine bagl degildir [174]. LDA cihazlarindan elde edilen veriler;
hareketli kan hiicrelerin konsantrasyonu (CMBC), hiz (V), perflizyon {initesi (PU)
ve total backscatter(TB)dir. Total backscatter fotodedektore geri donen 1s1n
miktaridir. TB degeri lazerin giiciine, dogrultusuna ve odaklamasina, ayrica prob
fiberler aras1 mesafe ve probdaki fiberlerin toplam alici alanina baghdir [185]. Bir
formul i¢inde kullanilacak olursa bu 4 veri; PU=CMBC x V x TB olarak
kullanilabilir [174]. Bu 6lglimler LDA cihazi {izerinde veya bilgisayar ekraninda
traseler ve rakamlar seklinde not edilebilir [186]. Bu parametreler disinda LDA’de
oOl¢iilen degerler kan akiminin miktar1 kadar dokunun optik 6zelliklerine de baglidir
[184]. Probun ucu tiim hareketleri kaydettigi i¢in probun 6l¢iim yapildigi sirada
hareketsiz kalmas1 gereklidir, aksi takdirde kan hiicrelerinden bagka yapilar da
doppler kaymasi olustururlar [174]. Arastirmamizda bu artefakt olusumunu 6l¢iim
yapacagimiz damari etrafindaki norovaskiiler yapilardan bir fon araciliiyla izole

ederek onledik.

LDA avantajlari; noninvaziv olmast, kullanim kolayligi, devamli veya belli
araliklarla kayit alabilmesidir. Dezavantajlar1 arasinda pahali olmasi, elde edilen
degerlerinin mutlak olmamasi, her zaman kan akimi ile dogru iliskide olmamasidir
ki bu noktada lazer stabilitesinde bozukluk ve ¢evreden gelen 1smlar biiyiik rol
oynamaktadir[187, 188]. Cihaza bagh parametreler; cihazin tipi, lazer 1s18inin dalga
boyu, probun tipi, probun fiber seperasyonu, siire, sicaklik, cihazin band genisligi

ve yazici ayarlaridir. Hastaya bagli parametreler ise hastanin viicut sicakligi, kanin
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p0O2,pCO2, pH degeri, sistemik kan basinci, kardiyak output, ila¢ kullanimi, sigara

iciciligi, diyet gibi durumlar ile hastanin fizik durumu 6nemlidir [174].

2.6. Indosiyanin Yesili (ICG) anjiyografi ile Vaskiiler Akimin ve Kas

Perfiizyonunun Goriintiilemesi

50 yili askin siiredir kardiyovaskiiler fonksiyon, hepatik Klirens ve retinal
anjiyografinin Kklinik degerlendirmesinde kullanilan suda ¢o6ziiniir bir bilesiktir.
Kandaki veya dokudaki proteine baglandiginda, indosiyanin yesili yaklasik 750-
810 nm arasindaki kizil6tesi bolgede enerji yayar. Kisa plazma yar1 dmriine sahiptir

ve bu da o6zellikle tekrarlanan degerlendirmeler gerektiginde giivenlidir [189].

Near-InfraRed (NIR) floresan, iyi standardize edilmis, tekrarlanabilir,
yiiksek tanisal kesinlige ve teshis dogruluguna sahiptir. NIR floresan, dokulardaki
ICG perfiizyonunu degerlendirmede basarili bir aragtir. ICG’nin damarlanmay1
degerlendirmeye yonelik ozellikleri, basta plastik cerrahi olmak tizere cesitli diger
cerrahi prosediirlerde baska uygulamalarin gelistirilmesine olanak saglamistir

[189].

Intraoperatif anjiyografi, klasik pedikiillii flepler ve pedikiillii perforator
flepler icin deri perfiizyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir. fyilesme defektlerinin
intraoperatif 1ICG boya dolum defektleri ile sistematik olarak korele oldugu

gosterilmistir [190].

ICG ile deri canliligimin degerlendirilmesine iliskin makalelerin cogu
mastektomi flep nekrozunun ongoriillmesiyle ilgilidir. Phillips ve arkadaslarina
gore, intraoperatif lazer desteklF ICG anjiyografi, meme rekonstriiksiyonunda
mastektomi deri flebi nekrozunu dogru bir sekilde ongorebilir. Doku genisletici-

implant meme rekonstriiksiyonu uygulanan 51 hastada klinik sonuglari intraoperatif
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anjiyografi ile prospektif olarak karsilastirmislardir. Nekroz tanisi i¢in tekniklerinin

duyarliligi ve 6zgiilliigii sirasiyla %90 ve %100 olmustur [191].

Serbest flep takibi i¢in ICG kullanimini bildiren ilk makale 2002 yilinda
Holm ve ark. Tarafindan yayinlanmigtir. Holm ve arkadaslari, 20 serbest flebi
iceren prospektif bir ¢alismada, klinik degerlendirme ile ICG anjiyografiyi
karsilastirmis ve intraoperatif bulgular ile Klinik sonuglar arasinda giiclii bir
korelasyon bulmuslardir. ICG goriintilleme kullanmanin arteriyel spazmi, vendz
konjesyonu ve bolgesel hipoperfiizyonu tespit etmede cerraha yardimci
olabilecegini gostermislerdir [192]. Teknigin kullaniminda hastaya ICG
enjeksiyonu yapilir ve ICG daha sonra harici bir lazer araciligiyla uyarilir ve bir
kamera c¢esitli filtreler araciligiyla aktiviteyi okurken yakin kiziltesi dalga
boylarinda floresan verir [193]. Kamera tarafindan toplanan goriintiiler, boyanin
floresanin1 dlgerek dokudaki gergek zamanli perfiizyonu ortaya ¢ikarir, ardindan
hangi bolgelerin en iyi kan akimina sahip oldugu ve yara komplikasyonlar1 i¢in

diisiik risk altinda oldugu konusunda objektif bilgi saglar [194].

Sekil 6: A: Tromboze anastomoz ve iskemik ekstremite ICG floresan anjiyografi

goriintiisii. B: Soldaki goriintiiniin ICG tutulum yogunluguna gore renklendirilmis

hali
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Goriintiiler gergek zamanl olarak izlenir, béylece cerrah ek ¢alisma veya
harici yorumlama beklemeden hemen Kkarar alabilir [113]. Tim yara
komplikasyonlarin1 6ngérmese de SPY Elite Sistemi hipoperfiizyon bolgelerini
gosterir ve cerrahi deri flebini gozden gecirmeye, dokuyu debride etmeye veya

gerginligi ihtiyaca gore serbestlemeye yonlendirebilir [190].
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3. GEREC VE YONTEM

Botulinum toksinin ayni1 damara ait kesik wuglarinin birlestirildigi
anastomozlarda trombiis olusumu ve vazospazma etkisi daha dnce arastirilmis olup,
artmis trombojeniteyle iligkilendiren damar greftleriyle yapilan anastomozlarda bu
toksinin trombiis olusumu ve vazospazma etkisini birlikte degerlendiren in-vivo bir
calisma literatiirde bulunmamaktadir. Calismamizda “Damar greftleri ile
olusturulacak anastomoz modelinde anastomozun etrafina salin enjeksiyonu
yapilan gruba gore, anastomozun etrafina botulinum toksin enjeksiyonu
yapilan grupta vaskiiler trombiis ve spazm daha az goriiliir ve toksinin olumlu
etkileri daha fazla diiz kas iceren arter greftlerinde daha belirgindir.”
hipotezinden yola ¢ikilmistir ve toksinin spazma zorlanan greftli anastomozlardaki

olumlu etkilerini géstermek hedeflenmistir.

Calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
24.068 karar numarasiyla etik yonden uygun bulunmustur ve onaylandi. Calismada
kulamlan hayvanlar, Gazi Universitesi Labaratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)’dan elde edildi. Calisma kapsaminda
uygulanan cerrahi girisimler yine Gazi Universitesi Labaratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM) biinyesinde bulunan
ameliyathanede gerceklestirildi. Sicanlara standart besleme ve laboratuvar
sartlarinda, geregi kadar yem ve su verilerek, gece gilindiiz siklusuna uygun

1siklandirma, uygun havalandirma ve 1sitmaya dikkat edilerek bakildi.
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Sekil 7: Calismada kulllanilan mikroskop ve cerrahi aletler

3.1. Calisma Gruplarinin Tasarlanmasi

Aragtirmada agirliklari 250-300 gram arasinda degisen, 28 adet disi
Sprague-Dawley rat kullanildi.

-Arastirmada 4 adet grup olusturuldu.

1.Grup: Femoral arter segmentlerinin arasina ven grefti anastomoz edilen ve
perivaskiiler salin enjekte edilen grup (7 rat)

2.Grup: Femoral arter segmentlerinin arasina arter grefti anastomoz edilen ve
perivaskiiler salin enjekte edilen grup (7 rat)

3.Grup: Femoral arter segmentlerinin arasina ven grefti anastomoz edilen ve
perivaskiiler botulinum toksin enjekte edilen grup (7 rat)

4.Grup: Femoral arter segmentlerinin arasina arter grefti anastomoz edilen ve

perivaskiiler botulinum toksin enjekte edilen grup (7 rat) olarak belirlendi.
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3.2. Cerrahi Teknik

Yapilan galigsmada ratlara 2 asamali cerrahi uygulandi. Cerrahi agsamalarin
tamaminda anestezikler intramuskuler olarak uygulanacak 45 mg/ kg ketamin + 5
mg/kg ksilazin olarak belirlendi.ilk uygulanacak cerrahide anestezi sonras: ratlar
operasyon masasina supin pozisyonda yatirilip her iki {ist ve alt ekstremitesi ve
kuyrugu uygun sekilde sabitlendi. Ardindan ven grefti alinacak gruplarda ratlarin
her iki inguinal bolgesi; arter grefti alinacak gruplarda ise ratlarin boyun sag yarimi

ve sag inguinal bolge tiras makinesi ile tiras edildi. Tirag edilen bolgeler povidon

iodin ile silindi ve operasyon sahasi agikta kalacak sekilde 6rtme islemi yapildi.

Sekil 8: Cerrahi dncesi isaretlemeler A: Arter grefti ile anastomoz olusturulacak
gruplarda kullanilan insizyonlar B: Ven grefti ile anastomoz olusturulacak

gruplarda kullanilan insizyonlar
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Grup 1'de uygulanan cerrahi islem

Grup 1’de anastomozlar interpozisyonel ven greftleri kullanilarak
gerceklestirildi ve ven grefti donérii olarak sol taraf femoral ven kullanildi. Femoral
vene sol taraf inguinal bdlgeye yapilan cilt insizyonlar1 ve inguinal yag yastigi
diseksiyonu yoluyla ulasilip venin derin dallart 8/0 poliamid siitur kullanilarak
baglandi ve 10 mm uzunlugunda femoral ven greftleri alindi. Anastomoz
komsulugunda kalacak her iki ugta yaklagik 1’er mm segmentte adventisya ven
greftlerinden siyrildi. Ven greftinin proksimal kismindaki adventisya iizerine yon
belirtmesi i¢in 1 adet emilmeyen poliamid siitur yerlestirildi. Toplanan ven greftleri
%0,9 serum fizyolojikle sulandirilmig 1,000 1U/100 mL heparin ¢ozeltisiyle
yikandiktan sonra iginde benzer derisimde heparin bulunan steril bir ¢ozelti
igerisinde steril bir kapta anastomoz gergeklestirilene kadar bekletildi. Operasyon
sahast %0.9'luk NaCl ile 1slatilmig gazli bez ile gegici olarak kapatilarak sag tarafa

gecildi.

Sag taraf femoral arterlere inguinal bolgeye yapilacak cilt insizyonlar1 ve
inguinal yag yastig1 diseksiyonu yoluyla ulastiktan sonra arter ve venin igerisinde
bulundugu nérovaskiiler kilif agilarak vaskiiler yapilar serbestlendi ve arter derin
dallarindan ayrildi. Femoral arterin profunda femoris dalinin proksimali ve
descending genicular dalinin distali arasindan keskin bir makas yardimiyla damar
segmenti eksize edildi ve 1 cm’lik arter defektleri olusturuldu. Anastomoz
komsulugunda kalacak her iki uglarinda yaklasik 1’er mm segmentte adventisya
femoral arterden siyrildi. Sonrasinda femoral arterin kesik uglar1 heparin
soliisyonuyla (%0,9 serum fizyolojikle sulandirilmis 1,000 1U/100 mL) yikand: ve
sol taraftan alinan ven grefti mikrocerrahi prensiplere uygun sekilde venlerin kapak
yonleri goz Oniinde bulundurularak ters cevirilip (proksimal ucu distal tarafa

gelecek sekilde) 10/0 poliamid mikrosiitur materyali ile 8 separe sutiir atilarak her
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iki uca ug¢-uca anastomoze edildi. Anastomozlarda 8 sutiir teknigi kullanildi.
Anastomoz yapildiktan sonra anastomoz proksimalindeki arter segmentinin ve arter
komsulugundaki venin proksimaldeki Murphy dalinin seviyesinden; vaskiiler
greftin ise anastomoz Oncesi ve sonrasinda orta noktasindan caplar1 hassas dijital
mikrokumpas kullanilarak 6l¢iildii ve kaydedildi. Yapilan anastomozun akimi lazer
doppler akim o&lcer (PeriFlux 5000, Perimed AB,Isvicre) ile de anastomoz
distalindeki femoral arterden degerlendirildi ve ardisik 60 dl¢lim degeri kaydedildi.
Boyut ve akim degerlendirmesinden sonra perivaskiiler alana 0,5 cc salin enjekte
edildi. Enjeksiyon sonrasi insizyonlar cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle
ve son olarak cilt 5/0 polipropilen dikis ile tek tek dikildi. Cerrahi kapatmadan sonra
hayvanin pansumani povidon iyod kullanilarak yapildi ve pansuman giinliik olarak

tekrarlandi.

Ikinci cerrahi ilk cerrahiden 3 giin sonra gerceklestirildi. Siire anastomoz
sonrast mikrovaskiiler komplikasyonlarin biiyiik kisminin ilk 72 saat icerisinde
gelismesi sebebiyle 3 giin olarak belirlendi. Anestezi sonrasi hayvanlar operasyon
masasina supin pozisyonda yatirilip her iki list ve alt ekstremitesi ve kuyrugu uygun
sekilde sabitlendi. Ardindan her iki inguinal bolge, tirag makinesi ile tirag edilip
povidon iodin ile silindikten sonra operasyon sahasi agikta kalacak sekilde 6rtme
islemi yapildi. Daha 6nce damar greftleri kullanilarak yapilan anastomozlara sag
taraf inguinal bdlgeye yapilan &nceki cilt insizyonundan girip ulasildi. Ilk cerrahide
damar caplarinin olgiildiigli yerden damar ¢aplan tekrar Olgiildii ve kaydedildi.
Anastomoz agikliklar1 anastomoz distalindeki femoral arterde lazer doppler akim
oOlger kullanarak ve anastomozlarin distalindeki damarda yapilacak sagma testi ile
dogrulandi. Akim 6lgerde sinyal saptanmayan ve sagma testinde gec¢is gostermeyen
ratlarin anastomozlarinda gegis olmadiginin dogrulanmasi ve ilgili ekstremitenin

(sag arka bacak) perfiizyonunun degerlendirilmesi plazma proteinlerine baglanan
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intravaskiiler enjekte edilebilir bir boya olan indosiyanin yesili (ICG) aracili
videoanjiyografi kullanilarak gerceklestirildi ve bu ratlarda sonraki asama olan
vazopressOr stres testi uygulanmadi. Ritschl ve ark. da benzer endikasyonda
calismalarinda kullandiklar1 sekilde indosiyanin yesili boya (ICG-PULSION;
Pulsion Medical System AG; Miinih, Almanya), kizilotesi videoanjiyografi
kullanilarak floresans davranisini degerlendirmek icin 0,03 mg/kg dozunda
intravendz olarak kuyruk veninden enjekte edildi [195]. Indosiyanin yesilini
algilama sistemi olarak Near-InfraRed (NIR) floresan anjiyografi (Novadaq
Technologies Inc., Winnipeg, Kanada) kullanildi. Anastomoz agiklar1 korunan
ratlar i¢in anastomozlari spazm olusumuna zorlamak i¢in sonraki asamada
vazopressOr stres testi uygulanadi. Yokoyama ve ark. calismasinda oldugu gibi
vazospazm modelini olusturmak i¢in sigan damarlarina topikal olarak 0,03 mL
%0,001 epinefrin uygulandi ve 5 dakika boyunca ratin sag arka bacaginit bir buz

banyosunda (16°C) soguk uygulamasina tabi tutarak gerceklestirildi [65].
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Sekil 9: Stres testi ratin sag arka bacagi buzlu su igerisinde 5 dakika bekletilerek

ve anastomoz iizerine epinefrin uygulanarak gerceklestirildi.

Damar agiklig1 vazopressor stres testinden sonra lazer doppler akim 6lger
ve anastomozlarin distalindeki damarda yapilacak sagma testi ile degerlendirildi ve
akim degerleri kaydedildi. Sonrasinda her bi ratin sag arka bacak perfiizyonunu
degerlendirmek i¢in indosiyanin yesili boya (ICG-PULSION 25mg; Pulsion
Medical System AG; Miinih, Almanya) 0,03 mg/kg dozunda intravendz olarak
kuyruk veninden enjekte edildi. indosiyanin yesilini algilama sistemi olarak Near-
InfraRed (NIR) floresan anjiyografi (Novadaq Technologies Inc., Winnipeg,
Kanada) kullanildi. Daha sonra tiim denekler yiiksek doz anestezik uygulanarak

feda edildi.
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Grup 2’de Uygulanan Cerrahi Islem

Grup 2’de anastomozlar arter greftleri kullanilarak gergeklestirildi ve arter
grefti donorii olarak sag taraf ortak karotis arter kullanildi. Sag taraf ortak karotis
artere ulasmak icin cilt insizyonu boyun orta hatta mandibular bdlgeden omuz
eklemine kadar yapildi. Cilt alt1 fasya agildiginda iist servikal bolgede, nispeten
bliylik submaksiller ve sublingual bezler goriildii ve tiikiiriik bezleri inferior
siirinda etrafindaki dokulardan ayrildi ve yukar1 dogru ekarte edildi. Mikroskop
altinda ortak karotid arterin sternomastoid ve omohyoid kaslarin altinda, skalen
kaslarin iizerinde ve trakeanin yan tarafi boyunca uzandig1 goriildii ve bu kaslar

ekarte edildikten sonra karotis arter vagal sinirden disseke edilerek ayrildi.

Sekil 10: Tiikiiriik bezleri ekarte edildikten sonra boyun kaslarinin gériiniimii
Arterin yan dallar1 8/0 poliamid siitur kullanilarak bagland1 ve 10 mm

uzunlugunda karotis arter greftleri alindi. Anastomoz komsulugunda kalacak her
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iki ugta yaklagik 1’er mm segmentte adventisya arter greftlerinden siyrildi.
Toplanan arter greftleri %0,9 serum fizyolojikle sulandirilmisg 1,000 1U/100 mL
heparin ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra i¢inde benzer derisimde heparin bulunan
steril bir ¢ozelti igerisinde steril bir kapta anastomoz gergeklestirilene kadar
bekletildi. Boyundaki insizyon cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle ve son

olarak cilt 5/0 polipropilen dikis ile kapatildi.
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Sekil 11: Boyunda sag taraf ortak karotis arterin ve vagal sinirin goriinlimii

Ardindan sag taraf femoral arterlere inguinal bolgeye yapilacak cilt
insizyonlar1 ve inguinal yag yastig1 diseksiyonu yoluyla ulastiktan sonra arter ve
venin igerisinde bulundugu ndérovaskiiler kilif agilarak vaskiiler yapilar serbestlendi
ve arter derin dallarindan ayrildi. Femoral arterin profunda femoris dalinin

proksimali ve descending genicular dalimin distali arasindan keskin bir makas
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yardimiyla damar segmenti eksize edildi ve 1 cm’lik arter defektleri olusturuldu.
Anastomoz komsulugunda kalacak her iki uclarinda yaklasik 1’er mm segmentte
adventisya femoral arterden s1yrildi. Sonrasinda femoral arterin kesik ug¢lart heparin
soliisyonuyla (%0,9 serum fizyolojikle sulandirilmis 1,000 1U/100 mL) yikand: ve
kesik arter segmentleri arasina boyundan alinan arter grefti 10/0 poliamid
mikrosiitur materyali ile 8 separe sutiir atilarak her iki uca ug-uca anastomoze

edildi. Anastomozlarda 8 sutiir teknigi kullanildu.

Sekil 12: 1 cm’lik vaskiiler greftle olusturulmus anastomoz

Anastomoz yapildiktan sonra anastomozun hemen proksimalinde arter
segmentinden ve arter komsulugundaki venin proksimaldeki Murphy dalinin
seviyesinden; vaskiiler greftin anastomoz Oncesi ve sonrasinda orta noktasindan
caplar ol¢iildii ve kaydedildi. Yapilan anastomozun akimi lazer doppler akim 6lger

(PeriFlux 5000, Perimed AB,Isvigre) ile de anastomoz distalindeki femoral arterden
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degerlendirildi ve ardistk 60 Olciim degeri kaydedildi. Boyut ve akim
degerlendirmesinden sonra perivaskiiler alana 0,5 cc salin enjekte edildi.
Enjeksiyon sonrasi insizyonlar cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle ve son

olarak cilt 5/0 polipropilen dikis ile tek tek dikildi.

Sekil 13: Perivaskiiler alana salin enjeksiyonu

Ikinci cerrahi ilk cerrahiden 3 giin sonra gergeklestirildi. Anestezi sonrasi
hayvanlar operasyon masasina supin pozisyonda yatirilip her iki iist ve alt
ekstremitesi ve kuyrugu uygun sekilde sabitlendi. Ardindan her iki inguinal bolge,
tiras makinesi ile tiras edilip povidon iodin ile silindikten sonra operasyon sahasi
acikta kalacak sekilde 6rtme islemi yapildi. Daha 6nce damar greftleri kullanilarak
yapilan anastomozlara sag taraf inguinal bolgeye yapilan dnceki cilt insizyonundan
girip ulasild1. Tlk cerrahide damar ¢aplarmin 6l¢iildiigii yerden damar ¢aplari tekrar

Ol¢iildii ve kaydedildi. Anastomoz agikliklar1 anastomoz distalindeki femoral
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arterde lazer doppler akim olger kullanarak ve anastomozlarin distalindeki damarda
yapilacak sagma testi ile dogrulandi. Akim 6lgerde sinyal saptanmayan ve sagma
testinde geg¢is gOstermeyen ratlarin anastomozlarinda gecis olmadiginin
dogrulanmas1 ve ilgili ekstremitenin (sag arka bacak) perfiizyonunun
degerlendirilmesi indosiyanin yesili (ICG) aracili videoanjiyografi kullanilarak
gerceklestirildi ve bu ratlarda sonraki asama olan vazopressor stres testi
uygulanmadi. Anastomoz agiklar1 Kkorunan ratlar i¢in anastomozlari spazm
olusumuna zorlamak i¢in sonraki agsamada vazopressor stres testi yapildi. Stres testi
anastomoz yapilan damarlarin tizerine topikal olarak 0,03 mL %0,001 epinefrin
uygulamasi ve 5 dakika boyunca ratin sag arka bacagini bir buz banyosunda (16°C)
soguk uygulamasina tabi tutarak gergeklestirildi. Damar agikliklari vazopressor
stres testinden sonra lazer doppler akim olger ve anastomozlarin distalindeki
damarda yapilacak sagma testi ile degerlendirildi ve akim degerleri kaydedildi.
Sonrasinda her bir ratin sag arka bacak perfiizyonunu degerlendirmek icin
indosiyanin yesili boya intravendz olarak kuyruk veninden enjekte edildi ve
indosiyanin yesilini algilama sistemi olarak Near-InfraRed (NIR) floresan
anjiyografi kullanildi. Daha sonra tiim denekler yiiksek doz anestezik uygulanarak

feda edildi.
Grup 3’de Uygulanan Cerrahi islem

Grup 1’de anastomozlar interpozisyonel ven greftleri kullanilarak
gerceklestirildi ve ven grefti dondrii olarak sol taraf femoral ven kullanildi. Femoral
vene sol taraf inguinal bdlgeye yapilan cilt insizyonlar1 ve inguinal yag yastig
diseksiyonu yoluyla ulasilip venin derin dallar1 8/0 poliamid siitur kullanilarak
baglandi ve 10 mm uzunlugunda femoral ven greftleri alindi. Anastomoz
komsulugunda kalacak her iki ugta yaklasik 1’er mm segmentte adventisya ven

greftlerinden siyrildi. Ven greftinin proksimal kismindaki adventisya iizerine yon
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belirtmesi i¢in 1 adet emilmeyen poliamid siitur yerlestirildi. Toplanan ven greftleri
heparin ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra i¢inde benzer derisimde heparin bulunan
steril bir ¢ozelti igerisinde steril bir kapta anastomoz gercgeklestirilene kadar
bekletildi. Operasyon sahasi serum fizyolojik ile 1slatilmis gazli bez ile gegici

olarak kapatilarak sag tarafa gecildi.

Sag taraf femoral arterlere inguinal bolgeye yapilacak cilt insizyonlari ve
inguinal yag yastig1 diseksiyonu yoluyla ulastiktan sonra arter ve venin igerisinde
bulundugu noérovaskiiler kilif agilarak vaskiiler yapilar serbestlendi ve arter derin
dallarindan ayrildi. Femoral arterin profunda femoris dalinin proksimali ve
descending genicular dalinin distali arasindan keskin bir makas yardimiyla damar
segmenti eksize edildi ve 1 cm’lik arter defektleri olusturuldu. Anastomoz
komsulugunda kalacak her iki uclarinda yaklasik 1’er mm segmentte adventisya
femoral arterden siyrildi. Sonrasinda femoral arterin kesik uclari heparin
soliisyonuyla yikandi ve kesik arter segmentleri arasina sol taraftan alinan ven grefti
mikrocerrahi prensiplere uygun sekilde venlerin kapak yonleri goéz Oniinde
bulundurularak ters ¢evirilip 10/0 poliamid mikrosiitur materyali ile 8 separe sutiir
atilarak her iki uca ug-uca anastomoze edildi. Anastomozlarda 8 sutiir teknigi
kullanildi. Anastomoz yapildiktan sonra anastomozun hemen proksimalinde arter
segmentinden ve arter komsulugundaki venin proksimaldeki Murphy dalinin
seviyesinden; anastomoz Oncesi ve sonrasinda vaskiiler greftlerin orta noktasindan
caplar Ol¢iildii ve kaydedildi. Yapilan anastomozun akimi lazer doppler akim 6lger
ile de anastomoz distalindeki femoral arterden degerlendirildi ve ardisik 60 6l¢iim
degeri kaydedildi. Boyut ve akim degerlendirmesinden sonra perivaskiiler alana
0,9% serum fizyolojik ile seyreltilmis, 0,5 cc 10 iinite onabotulinum toksin tip A
(Botox; Allergan, Inc., Irvine, Kaliforniya) enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi

insizyonlar cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle ve son olarak cilt 5/0
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polipropilen dikis materyali ile kapatildi. Cerrahi kapatmadan sonra hayvanin
pansumani povidon iyod kullanilarak yapildi ve pansuman giinliik olarak

tekrarlandi.

Ikinci cerrahi ilk cerrahiden 3 giin sonra gerceklestirildi. Anestezi sonrasi
hayvanlar operasyon masasina supin pozisyonda yatirilip her iki st ve alt
ekstremitesi ve kuyrugu uygun sekilde sabitlendi. Ardindan her iki inguinal bolge,
tiras makinesi ile tiras edilip povidon iodin ile silindikten sonra operasyon sahasi
acikta kalacak sekilde 6rtme islemi yapildi. Daha 6nce damar greftleri kullanilarak
yapilan anastomozlara sag taraf inguinal bolgeye yapilan 6nceki cilt insizyonundan
girip ulagildi. Tlk cerrahide damar ¢aplarinin 6lgiildiigii yerden damar caplari tekrar
Ol¢iildii ve kaydedildi. Anastomoz agikliklar1 anastomoz distalindeki femoral
arterde lazer Doppler akim 6lger kullanarak ve anastomozlarin distalindeki damarda
yapilacak sagma testi ile dogrulandi. Akim 6lgerde sinyal saptanmayan ve sagma
testinde gec¢is gOstermeyen ratlarin anastomozlarinda gecis olmadiginin
dogrulanmas1 ve ilgili ekstremitenin (sag arka bacak) perfiizyonunun
degerlendirilmesi indosiyanin yesili (ICG) aracili videoanjiyografi kullanilarak
gerceklestirildi ve bu ratlarda sonraki asama olan vazopressor stres testi
uygulanmadi. indosiyanin yesili boya (ICG-PULSION; Pulsion Medical System
AG; Miinih, Almanya), kizilotesi videoanjiyografi kullanilarak floresans
davranigini degerlendirmek i¢in 0,03 mg/kg dozunda intravendz olarak kuyruk
veninden enjekte edildi [195]. indosiyanin yesilini algilama sistemi olarak Near-

InfraRed (NIR) floresan anjiyografi kullanildi.
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Sekil 14: 1k operasyonda yapilan anastomozda akimin olmadig1 bir ratm ikinci

operasyonundan alinmis ICG goriintiileri. Tromboze damar ve sol arka bacaga

gore daha az ICG tutulumu olan iskemik sag arka bacak goriiniimii

Anastomoz agiklar1 korunan ratlar ig¢in anastomozlari spazm olusumuna
zorlamak igin sonraki asamada vazopressOr stres testi uygulandi. Stres testi
anastomoz hattindaki damarlara topikal olarak 0,03 mL 9%0,001 epinefrin
uygulamasi ve 5 dakika boyunca ratin sag arka bacagini bir buz banyosunda (16°C)
soguk uygulamasina tabi tutarak gergeklestirildi [65]. Damar agiklig1 vazopressor
stres testinden sonra lazer doppler akim olger ve anastomozlarin distalindeki
damarda yapilacak sagma testi ile degerlendirildi ve akim degerleri kaydedildi.
Sonrasinda her bi ratin sag arka bacak perflizyonunu degerlendirmek igin
indosiyanin yesili boya intravendz olarak kuyruk veninden enjekte edildi ve
indosiyanin yesilini algilama sistemi olarak Near-InfraRed (NIR) floresan
anjiyografi kullanildi. Daha sonra tiim denekler yiiksek doz anestezik uygulanarak

feda edildi.
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Grup 4’de Uygulanan Cerrahi islem

Grup 4’de anastomozlar arter greftleri kullanilarak gergeklestirildi ve arter
grefti donorii olarak sag taraf ortak karotis arter kullanildi. Sag taraf ortak karotis
artere ulagsmak icin cilt insizyonu boyun orta hatta mandibular bdlgeden omuz
eklemine kadar yapildi. Cilt alt1 fasya agildiginda iist servikal bolgede, nispeten
biiyiik submaksiller ve sublingual bezler goriildii ve tiikiiriik bezleri inferior
siirinda etrafindaki dokulardan ayrildi ve yukar1 dogru ekarte edildi. Mikroskop
altinda ortak karotid arterin sternomastoid ve omohyoid kaslarin altinda, skalen
kaslarin iizerinde ve trakeanin yan tarafi boyunca uzandig1 goriildii ve bu kaslar
ekarte edildikten sonra karotis arter vagal sinirden disseke edilerek ayrildi. Arterin
yan dallar1 8/0 poliamid siitur kullanilarak baglandi ve 10 mm uzunlugunda karotis
arter greftleri alindi. Anastomoz komsulugunda kalacak her iki ugta yaklasik 1’er
mm segmentte adventisya arter greftlerinden siyrildi. Toplanan arter greftleri
heparin ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra i¢inde benzer derisimde heparin bulunan
steril bir ¢ozelti igerisinde steril bir kapta anastomoz gerceklestirilene kadar
bekletildi. Boyundaki insizyon cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle ve son
olarak cilt 5/0 polipropilen dikis ile kapatildi. Ardindan sag taraf femoral arterlere
inguinal bolgeye yapilacak cilt insizyonlar1 ve inguinal yag yastigi diseksiyonu
yoluyla ulastiktan sonra arter ve venin igerisinde bulundugu noérovaskiiler kilif
acilarak vaskiiler yapilar serbestlendi ve arter derin dallarindan ayrildi. Femoral
arterin profunda femoris dalinin proksimali ve descending genicular dalinin distali
arasindan keskin bir makas yardimiyla damar segmenti eksize edildi ve 1 cm’lik
arter defektleri olusturuldu. Anastomoz komsulugunda kalacak her iki uc¢larinda
yaklasik 1’er mm segmentte adventisya femoral arterden siyrildi. Sonrasinda
femoral arterin kesik uglar1 heparin soliisyonuyla yikandi ve kesik arter segmentleri

arasina boyundan alinan arter grefti 10/0 poliamid mikrosiitur materyali ile 8 separe
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sutiir atilarak her iki uca ug¢-uca anastomoz edildi. Anastomozlarda 8 sutiir teknigi
kullanildi. Anastomoz yapildiktan sonra anastomozun hemen proksimalinde arter
segmentinden ve arter komsulugundaki venin proksimaldeki Murphy dalinin
seviyesinden; anastomoz 6ncesi ve sonrasinda vaskiiler greftin ortasindan c¢aplari
Olciildii ve kaydedildi. Yapilan anastomozun akimi lazer doppler akim 6lger ile de
anastomoz distalindeki femoral arterden degerlendirildi ve ardisik 60 6l¢iim degeri
kaydedildi. Boyut ve akim degerlendirmesinden sonra perivaskiiler alana, 9%
serum fizyolojik ile seyreltilmis, 0,5 cc 10 tinite onabotulinum toksin tip A (Botox;
Allergan, Inc., Irvine, Kaliforniya) enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi insizyonlar
cilt alt1 4/0 emilebilir poliglekapron dikislerle ve son olarak cilt 5/0 polipropilen

dikis materyali ile tek tek dikis atilarak kapatildi.

Ikinci cerrahi ilk cerrahiden 3 giin sonra gerceklestirildi. Anestezi sonrasi
hayvanlar operasyon masasina supin pozisyonda yatirilip her iki iist ve alt
ekstremitesi ve kuyrugu uygun sekilde sabitlendi. Ardindan her iki inguinal bolge,
tiras makinesi ile tiras edilip povidon iodin ile silindikten sonra operasyon sahasi
acikta kalacak sekilde 6rtme islemi yapildi. Daha 6nce damar greftleri kullanilarak
yapilan anastomozlara sag taraf inguinal bolgeye yapilan 6nceki cilt insizyonundan
girip ulasildi. Tlk cerrahide damar ¢aplarmin 6lciildiigii yerden damar ¢aplar1 tekrar
Olgiildii ve kaydedildi. Anastomoz agikliklar1 anastomoz distalindeki femoral
arterde lazer doppler akim 6lger kullanarak ve anastomozlarin distalindeki damarda
yapilacak sagma testi ile dogrulandi. Akim 6lgerde sinyal saptanmayan ve sagma
testinde geg¢is gOstermeyen ratlarin anastomozlarinda gecis olmadiginin
dogrulanmas1 ve ilgili ekstremitenin (sag arka bacak) perfiizyonunun
degerlendirilmesi indosiyanin yesili (ICG) aracili videoanjiyografi kullanilarak
gergeklestirildi ve bu ratlarda sonraki asama olan vazopressor stres testi

uygulanmadi. Anastomoz agiklar1 Kkorunan ratlar i¢in anastomozlari spazm

68



olusumuna zorlamak i¢in sonraki asamada vazopressor stres testi yapildi.
Anastomoz yapilan damarlarin tizerine topikal olarak 0,03 mL %0,001 epinefrin
uygulandi ve 5 dakika boyunca ratin sag arka bacagini bir buz banyosunda (16°C)
soguk uygulamasina tabi tutarak gergeklestirildi. Damar agikliklari vazopressor
stres testinden sonra lazer doppler akim Olger ve anastomozlarin distalindeki
damarda yapilacak sagma testi ile degerlendirildi ve akim degerleri kaydedildi.
Sonrasinda her bir ratin sag arka bacak perfiizyonunu degerlendirmek icin
indosiyanin yesili boya intravendz olarak kuyruk veninden enjekte edildi ve
indosiyanin yesilini algilama sistemi olarak Near-InfraRed (NIR) floresan

anjiyografi kullanildi. Daha sonra tiim denekler yiiksek doz anestezik uygulanarak

feda edildi.
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Sekil 15: Damar grefti olarak kullanilacak olan ortak karotis arter ve femoral
damarlarin goriiniimii. Femoral arter ve ortak karotis arter arasindaki ¢ap

uyumsuzlugu dikkati ¢ekmektedir.

3.3. Histolojik Analiz ve Doku Orneklemesi

Tiim deneklerin yiiksek doz anestezik kullanarak feda edilmesinin ardindan
sag gastrocunemius ve sag tibialis anterior kaslari tamamen eksize edildi. Damar
greftleriyle olusturulan anastomozlar proksimaldeki ve distaldeki femoral arter

segmentlerinin 5’er mm’sini i¢erecek sekilde histolojik inceleme i¢in alindi.
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Alman doku 6rnekleri, oda 1sisinda, %10’luk formalin soliisyonu igerisinde
72 saat tespit edildiler. Tespit edilen dokular standart 1sik mikroskobu takip
yonteminden gegirilerek parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan
mikrotomla (Leica SM 2000, Germany) 4 um kalinliginda kesitler alindi. Her
denekten alinan kas dokusundan 10 adet seri kesit histolojik degerlendirmenin
yapilabilmesi amaciyla hematoksilen-eozin ile boyandi. Her denekten alinan damar
Kesitleri ise masson trikrom ile boyandi. Kesitler bilgisayar donanimli, kamera
atacmanli foto-1s1k mikroskopta (DM 4000 B, Leica, Weetlar, Germany, DFC280
Plus Camera, Leica, Weetlar, Germany) fotograflanarak degerlendirildi. Her
kesitten alinan goriintiiler, dejenerasyon yoniinden incelendi ve verilen puanlar

istatistiksel olarak degerlendirildi.
3.3.1.Hematoksilen- Eozin Boyama Y 6ntemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 57°C etiivde deparafinizasyon olana
kadar bekletildikten sonra, 2x15 Dk ksilole alinarak parafinden arindirilmalari
saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden gegcirilip (%100,
%96, %80, %70, %50) havada kurutuldu. 10 Dk akar suda yikandiktan sonra, Harris
Hematoksilen” de 10-15 Dk boyandi ve 10 Dk akar suda yikand1. % 70 alkol + 2 —
3 damla glasiyel asedik asit karigimina batirilip tekrar 10 Dk akar suda yikandi.
Lamlar 5-10 dakika Eozin de bekletilip 10 Dk daha akar suda yikandiktan sonra
artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (%50, %70, %80, %96, %100), 2x15

dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi.

Hemotoksilen-Eosin kesitlerinde; segmental nekroz, enine c¢izgilenme
kayiplari, g¢ekirdegin merkeze gocii, Kas liflerinde ayrilma, bag doku artisi,
interfasikiiler 6dem, enflamatuar hiicrelerin sayist kriterlerine gore dejenaratif

bulgular tarandi. Degerlendirmede dejenerasyon kriterleri yiizdesel olarak
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degerlendirildi. 0: hi¢ yok, 1: <%10, 2: %10-30, 3: %30-50, 4. >%50 puanlama
sisteminde gore sayisal veri tablosu olusturuldu. Her dejeneratif bulgu i¢in verilen
skorlar ayr1 ayri toplanip 10’a boliinerek her hayvandaki dejeneratif bulgu i¢in bir
skor belirlendi. Daha sonra bu bulgular toplanip dejeneratif bulgu sayisina
boliinerek her hayvanin iki kas grubu i¢in de olusturulan skorlarin ortalamasi alindi.

Daha sonra bu ortalama skorlar istatistiksel anlamlilik agisindan degerlendirildi.
3.3.2.Masson Trikrom Boyama Y ontemi

Kesitler 60°C etiivde deparifizasyon olana kadar bekletildikten sonra, 15 dk
ksilole alind1. Tekrar farkl ksilolde 15 dk daha bekletildi. Azalan alkol serilerinden
(%100, %96, %80, %70, %60) 10’ar dakika bekletilerek gecirildiler. Suda
yikandiktan sonra kesitler kesitlere Bio-optika Masson Trikrom (cat: 04-010802,
Lot: 24068, Bio-Optica 20134 Milano, ITALY via S. Faustino 58) kiti uygulandi.6
damla demirli hematoksilen (regent A) ve 6 damla demirli hematoksilen (regent B)
karistirildi, kesitlere damlatildi. 10 dk bekletildi. Ardindan yikama yapilmadan 10
damla pikrik asit alkol soliisyonu (regent C) damlatildi ve 4 dk bekletildi. Daha
sonra, dokular hizlica (3-4 saniye) distile suda ¢alkalanarak her bir kesite 10 damla
asit fuksin (regent D) damlatilarak yine 4 dk bekletildi. Lamlar distile suyla
yikanarak iizerlerine 10 damla fosfomoliptik asit soliisyonu (regent E) damlatilarak
10 dk tutuldular. Yikama yapilmadan camlar silkelendi ve 10 damla anilin mavisi
(regent F) damlatilarak 5 dk bekletildi. Son olarak, camlar distile suda yikanarak

artan alkol serilerinden gecirildi ve ksilolde tutularak entellanla kapatildi.

Kesitler bilgisayar donanimli, kamera atagmanli foto-151k mikroskopta (DM
4000 B, Leica, Weetlar, Germany, DFC280 Plus Camera, Leica, Weetlar,
Germany) incelendi. Dokular epitel devamliligi, inflamatuar hiicre yogunlugu,

tombiis varlig1 ve var ise trombiisiin boyutu acisindan degerlendirildi.
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3.4. Istatiksel Degerlendirme

Kaydedilen veriler siiriim 27.0 SPSS programi (Inc., Armonk, NY, ABD)
kullanilarak analiz edildi. Sayisal veri dagiliminin normalligi Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk normallik testleri kullanilarak incelendi. Normal dagilim
gosteren siirekli degiskenler ortalama ve standart sapma olarak; normal dagilim
gostermeyenler medyan ve minimum-maksimum degerlerle gosterildi ve nitel
veriler frekans ve ylizde olarak ifade edildi. Trombiis sayilarinin gruplar arasindaki
degerlendirmesinde sayisal degiskenler, 6rneklem sayis1 veya parametrik olmayan
dagilim nedeniyle iki grup arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastirildi.  Damar  ¢aplari, ICG tutulum oranlar1 ve  Doppler
degerlendirmelerinde sayisal degiskenleri gruplar arasinda karsilastirmak igin
¢oklu testler i¢in Posthoc Bonferroni diizeltmeli Kruskal-Wallis kullanildi.
Kategorik degiskenleri karsilastirmak i¢in Fisher’s Exact testi kullanildi. Giiven
aralig1 %95 olarak alind1 ve kabul edilen hata pay1 %S5 olarak belirlendi. Bu nedenle,

p degeri p < 0,05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Tim gruplarda toplam 28 adet sicanin yarisinda her iki taraf inguinal
bolgede; yarisinda ise inguinal bolge ve boyunda ¢alisildi ve toplam 28 adet femoral
arter defekti, 14 ortak karotis arter ve 14 femoral ven grefti ile u¢ uca anostomoz
yapilarak rekonstriikte edildi. Deney boyunca denek kaybi olmadi, deneklerde
komplikasyon gerceklesmedi. Ilk cerrahide yapilan anastomozlarin tromboze
oldugu ikinici cerrahideki incelemede belirlendiyse bu durum “primer tromboze”
olarak adlandirldi. Ikinci cerrahide stres testi sonrasi anastomozun tromboze
oldugunun gozlenmesi durumu ise “ST (Stres testi) sonrasi tromboze” olarak

isimlendirildi.

Sekil 16: A: Ven greftiyle olusturulmus stres testiyle tromboze anastomozun

goriintlisii. B: Ven greftiyle olusturulmus primer tromboze anastomozun

goruntisi
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Ven grefti ile onarim yapilan kontrol grubu olan 1. gruptaki anastomozlarin
72. saatte yapilan degerlendirmelerinde 2 anastomozun tromboze oldugu goriildi
ve bu ratlarda anastomozun tikali oldugu Doppler akim ol¢er ve anastomoz
distalinde yapilan sagma testi ile dogrulandi. Tromboze olmayan anastamozlara
yapilan stres testi geriye kalan 5 anastomozun 3’ilinlin tromboze olmasiyla

sonuglandi.

Arter grefti ile onarim yapilan kontrol grubu olan 2. gruptaki anastomozlarin
72. saatte yapilan degerlendirmelerinde 1 anastomozun tromboze oldugu goriildii
ve bu ratlarda anastomozun tikali oldugu Doppler akimélger ve anastomoz
distalinde yapilan sagma testi ile dogrulandi. Tromboze olmayan anastamozlara
yapilan stres testi geriye kalan 6 anastomozun 2’sinin tromboze olmasiyla

sonuclandi.

Ven grefti ile onarim yapilan BoNT grubu olan 3. gruptaki anastomozlarin
72. saatte yapilan degerlendirmelerinde 1 anastomozun tromboze oldugu goriildi
ve bu anastomozlarin tikali oldugu Doppler akim 6lger ve anastomoz distalinde
yapilan sagma testi ile dogrulandi. Tromboze olmayan anastamozlara yapilan stres

testi geriye kalan 6 anastomozun 2’sinin tromboze olmasiyla sonuglandi.

Arter grefti ile onarim yapilan BONT grubu olan 4. gruptaki anastomozlarin
72. saatte yapilan degerlendirmelerinde hicbir anastomozda trombiis goriilmedi.
Tromboze olmayan anastamozlara yapilan stres testi 7 anastomozun 1’inin

tromboze olmasiyla sonuclandi.
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GRUP PRIMER TROMBOZE ST ILE TROMBOZE

1 (Ven Grefti + Salin) 2 3
2 (Arter Grefti + Salin) 1 2
3 (Ven Grefti + BTX) 1 2
4 (Arter Grefti + BTX) - 1

Ikincil degerlendirmede tromboze anastomozu oldugu gdzlenen 3 ratta kars:
taraf tibialis anterior kasiyla karsilastirildiginda iskemik goriiniimde olan tibialis
anterior kasi mevcuttu. Kontrol grubundaki agik anastomozlu bacak 6n grubu
kaslariyla karsilagtirildiginda BoNT gruplarinda agik anastomoz goriilen ratlarin

bacak 6n grubu kaslar1 daha 6demli goriiniimdeydi.

Sekil 17: Makroskopik olarak belirgin iskemik gortintimlii tibialis anterior kas

ornekleri
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Sekil 18: Makroskopik olarak iskemik goriiniimde olmayan tibialis anterior kas

ornekleri

Sekil 19: A: Kontrol grubu olan 2. gruptan bir ratin ikinci cerrahide gozlenen arka
bacak 6n grup kaslar1t B: BoNT grubu olan 4. Gruptan bir ratin ikinci cerrahide
gozlenen arka bacak on grup kaslari. Deney grubundaki BoNT uygulanan tarafta

iskemik goriiniimiin eslik etmedigi artmis 6dem dikkat cekmektedir.
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4.2. Vaskiiler Cap Ol¢iimleri

Tim gruplardaki siganlarin ilk operasyonlarinda anastomozun
proksimalinden femoral arter ¢api, Murphey dali seviyesinden femoral ven capi,
donor sahadan ayrildiktan sonra ortak karotis arter ve femoral ven greft ¢cap1 ve alici
sahada onarim sonrasi ortasindan greft ¢ap1 6l¢iildii. Tiim gruplardaki siganlarin 2.
opererasyonlarinda ilk operasyonda yapilan oOlglimler ayni lokalizasyonlardan

tekrarlandi. Kaydedilen vaskiiler ¢ap dl¢iim degerleri Tablo 1-4’de gosterilmistir.

Primer trombiisiin goriildiigii anastomozlarda anastomoza oturan trombiisiin
anastomoza ait damarlar1 ve anastomoz komsulugundaki femoral venin akim ve
capmu etkileyecegi diislintilerek ilk ve ikinci cerrahide olgiilen vaskiiler ¢ap

karsilastirmalar1 primer tromboze damarlar dahil edilmeden karsilagtirildi.

Sekil 20: Rat femoral arter dallar1 (Zepp ve ark. ¢caligmasindan [196])
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Tablo 1: Grup 1'deki sicanlarin 1. ve 2. operasyonlari sirasinda 6lgiilen femoral
arter, femoral ven anastomoz Oncesi, sonrasi ve 2. operasyonda alict damar grefti

caplari
GRUPL  FACAPI FACAPI FVCAPI FVCAPI DG CAPIANST. DG CAPIANST. DG CAPI
SICAN NO (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) ONCESi(mm) SONRASI (mm)  (2.0P.)(mm)
1 0,76 0,7 0,75 0,77 1,13 1,3 1,30
2 0,74 0,72 0,83 0,8 0,99 1,11 1,09
3 0,63 0,65 0,78 0,75 1,11 1,25 1,26
4 0,69 0,74 0,77 0,58 1,08 1,21 1,15
5 0,78 0,82 0,7 0,53 1,1 1,24 1,28
6 0,65 0,66 0,82 0,8 1,27 1,38 1,33
7 0,77 0,77 0,78 0,78 1,21 1,36 1,21

Tablo 2: Grup 2'deki anastomozlarda 1. ve 2. operasyonlari sirasinda dlgiilen

femoral arter, femoral ven, anastomoz Oncesi, sonrasi ve 2. operasyonda alict
damar grefti gaplari

GRUP 2 FA CAPI FA CAPI FV CAPI FV CAPI Dg CAPI. ANST. DG CAPI ANST. DG CAPI

SICAN NO (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) (1.Op.)(mm) (2.0p.)(mm) ONCESi(mm)  SONRASI (mm)  (2.0p.)(mm)
1 0,82 0,83 0,75 0,75 1,14 1,16 1,16
2 0,7 0,71 0,83 0,83 1,26 1,28 1,24
3 0,69 0,65 0,76 0,73 0,99 1 1,01
4 0,69 0,71 0,79 0,77 1,17 1,19 1,18
5 0,63 0,67 1 1,1 1,02 1,03 1,03
6 0,8 0,82 0,87 0,87 1,09 1,1 1,12
7 0,76 0,5 0,79 0,48 1,13 1,14 0,82

Tablo 3: Grup 3'deki anastomozlarda 1. ve 2. operasyonlar sirasinda 6l¢iilen

femoral arter, femoral ven, anastomoz dncesi, sonrasi ve 2. operasyonda alici
damar grefti gaplari

GRUP 3 FACAPI FACAPI FVCAPI FV CAPI DG CAPI ANST. DG CAPIANST. DG CAPI
SICANNO (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) ONCESi (mm)  SONRASI(mm)  (2.0p.)(mm)
1 0,72 0,89 0,81 1 1,19 1,31 1,37
2 0,72 0,94 0,79 1,14 1,38 1,57 1,49
3 0,7 0,85 1 1,24 1,12 1,28 1,45
4 0,8 0,98 0,89 1,09 1,25 1,25 1,39
5 0,81 0,52 0,63 0,59 0,85 0,91 1,04
6 0,61 0,75 0,6 0,73 1,03 1,11 1,36
7 0,76 0,86 0,63 0,74 1,08 1,23 1,41
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Tablo 4: Grup 4'deki siganlarin 1. ve 2. operasyonlari sirasinda 6lgtilen femoral
arter, femoral ven, anastomoz Oncesi, sonrasi ve 2. operasyonda alici damar grefti
caplari

GRUP4 FACAPI FACAPI FVCAPI FV CAPI DG CAPI ANST. DG CAPI ANST. DG CAPI
SICAN NO (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) (1.0p.)(mm) (2.0p.)(mm) ONCESi (mm) SONRASI (mm) (2.0P.)(mm)

1 0,74 0,9 0,78 1,02 1,31 1,36 1,44
2 0,7 0,93 0,83 1,06 1,02 1,02 1,06
3 0,78 0,95 0,79 0,97 1,16 1,16 1,22
4 0,65 0,89 0,68 0,96 0,99 0,99 1,12
5 0,76 0,96 0,76 1,02 1,09 1,09 1,13
6 0,77 0,96 0,82 1,03 1,23 1,27 1,33
7 0,73 0,84 0,82 1,07 1,24 1,24 1,29

Tiim anastomozlar incelendiginde kontrol gruplari grup 1 ve 2'de birinci
operasyonda Ol¢iilen ortalama femoral arter gaplari sirasiyla 0,72+0,06 mm ve
0,73+£0.07 mm olarak hesaplandi. 2.operasyonda ayni gruplarin ortalama femoral
arter gaplari sirasiyla 0,7240,06 ve 0,70+£0,11 mm olarak hesaplandi. BONT gruplari
olan grup 3 ve 4'de birinci operasyonda Olgiilen femoral arter c¢aplari ilk
operasyonda sirasiyla 0,72+0,07 mm ve 0,73+£0,05 olarak o6lgiiliirken 2.
operasyonda ayni gruplarin ortalama femoral arter ¢aplar1 sirastyla 0,83+0,15 ve

0,92+0,04 mm olarak o6lgtildii.

Kontrol gruplar1 olan 1 ve 2. grupda birinci operasyonda 6lgiilen ortalama
femoral ven gaplari sirasiyla 0,78+0,04 mm ve 0,83+0.09 mm olarak hesaplandi.
2.0perasyonda ayni gruplarin ortalama femoral ven ¢aplar1 sirastyla 0,72+0,11 ve
0,79+£0,19 mm olarak hesaplandi. BONT gruplari olan grup 3 ve 4'de birinci
operasyonda Olciilen femoral ven caplar1 ilk operasyonda sirasiyla 0,76+0,15
mm ve 0,78+0,05 olarak dlgiiliirken 2. operasyonda ayni  gruplarin  ortalama

femoral ven gaplar1 sirasiyla 0,93+0,25 ve 1,01+£0,04 mm olarak 6l¢iildi.
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Kontrol gruplari olan grup 1 ve 2'de birinci operasyonda klempler agildiktan
sonra Ol¢iilen ortalama damar grefti caplar1 sirasiyla 1,26+0,09 mm ve 1,13+0,1
mm olarak hesaplandi. 2.operasyonda ayni gruplarin ortalama damar grefti ¢aplar
sirasiyla 1,23+0,09 ve 1,08+0,08 mm olarak hesaplandi. Botulinum toksin
uygulanan gruplar olan grup 3 ve 4'de birinci operasyonda Olg¢iilen damar
grefti caplar1 ilk operasyonda sirasiyla 1,24+£0,2 mm ve 1,16+£0,14 mm olarak
Olgiilirken 2. Operasyonda ayni gruplarin ortalama damar grefti caplari sirasiyla

1,36+0,15mm ve 1,23+0,13 mm olarak 6l¢tildi.

[k cerrahide 6lgiilen femoral arter (p=0,957); femoral ven (p=0,713) ve

greft caplar1 (p=0,166) arasinda anlamli bir fark gériilmedi.

Ikinci cerrahide tromboze olan anastomozlarin trombiis etkisiyle olan gap
degisiklikleri damar ¢ap1 degisiklikleriyle ilgili degerlendirmeyi bozacag: i¢in ilk
ve ikinci cerrahide Olciilen damar ¢aplar1 gruplarin tromboze olmayan Ornekleri

arasinda degerlendirildi.

Tablo 5: Deneklerin ilk cerrahide dlgiilen femoral arter, ven ve greft ¢aplari

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 (BoNT i
(Salin + Ven (Salin + arter (BoNT +ven + arter grefi) value*
Grefti) (n=7) grefti) (n=7) grefti) (n=7) (n=7)
Ik cerrahi femoral 0.72+0.06 0.73+£0.07 0.72+0.07 0.73+£0.05 0.957
arter ¢api
llk cerrahi femoral 20, 00 0831000  0.7620.15 0.78£0.05  0.713
ven ¢api
g;femhl greft 126£0.09  1.1320.10  1.2440.20 1.16£0.014  0.166

* p degerleri Kruskal-Wallis analiziyle grup i¢i karsilastrmalary gostermektedir

Primer trombiisiin goriildiigii denekler ¢ikarildiginda kontrol gruplar1 grup
1 ve 2'de birinci operasyonda dlgiilen ortalama femoral arter gaplari sirasiyla

0,71+0,07 mm ve 0,72+0.07 mm olarak hesaplandi. 2.operasyonda ayni gruplarin
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ortalama femoral arter ¢aplari sirasiyla 0,70+0,05 ve 0,73+0,08 mm olarak
hesaplandi. BONT gruplari olan grup 3 ve 4'de birinci operasyonda 6l¢iilen femoral
arter caplar1 ilk operasyonda sirasiyla 0,72+0,06 mm ve 0,73+0,05 olarak
Olctiliirken 2. operasyonda ayni gruplarin ortalama femoral arter ¢aplar1 sirasiyla

0,88+0,08 ve 0,92+0,04 mm olarak oSlgiildii.

Kontrol gruplari olan 1 ve 2. grupda birinci operasyonda 6lgiilen ortalama
femoral ven gaplar sirastyla 0,79+0,03 mm ve 0,8340.09 mm olarak hesaplandi.
2.0perasyonda ayni gruplarin ortalama femoral ven gaplar sirasiyla 0,78+0,02 ve
0,84+0,14 mm olarak hesaplandi. BONT gruplari olan grup 3 ve 4'de birinci
operasyonda Olciilen femoral ven caplar1 ilk operasyonda sirastyla 0,79+0,15
mm ve 0,78+0,05 olarak olgiilirken 2. operasyonda ayni  gruplarin  ortalama

femoral ven gaplari sirasiyla 0,99+0,21 ve 1,01+0,04 mm olarak 6l¢iildii.

Kontrol gruplari olan grup 1 ve 2'de birinci operasyonda klempler agildiktan
sonra dlgiilen ortalama damar grefti caplart sirasiyla 1,28+0,11 mm ve 1,13+0,1
mm olarak hesaplandi. 2.operasyonda ayni gruplarin ortalama damar grefti caplari
sirastyla 1,24+0,09 ve 1,12+0,09 mm olarak hesaplandi. Botulinum toksin
uygulanan gruplar olan grup 3 ve 4'de birinci operasyonda 6lgiilen damar grefti
caplart ilk operasyonda sirasiyla 1,294+0,15 mmve 1,16+0,14 mm olarak
olgiiliirken 2. Operasyonda ayni gruplarin ortalama damar grefti caplart sirastyla

1,41+0,05 mm ve 1,23+0,13 mm olarak 6l¢iildi.

Primer trombiis goriilmeyen oOrneklerin ilk ve ikinci cerrahi arasindaki

femoral arter, femoral ven ve greft ¢ap degisimleri Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6: Primer trombiis goriillmeyen 6rneklerde gruplarin femoral arter, femoral
ven ve greft capindaki degisikliklerinin karsilastirilmasi

Groupl  Group 2 (Salin Group 3 Group 4 p-
(Salin+ven + arter greftiy (BoNT-A+ (BoNT-A+ value*

grefti) (n=7) (n=7) vein grefti)  arter grefti)
(n=7) (n=7)

Cap degisimi(mm)

(median:min-max)

Femoral arter 0.010 0.010 0.150 0.190 <0.001*
(-.006-0.050) (-0.260-0.040) (-0.290-0.320) (0.110-0.240)

Femoral ven 0.770 0.770 1.000 1.020 <0.001*
(0.530-800)  (0.480-1.100) (0.590-1.240) (0.960-1.070)

Greft -0.020 0.000 0.140 0.060 <0.01*

(-0.150-0.040) (-0.320-0.080) (-0.080-0.250) (0.040-0.130)

Change in diameter
(increased/decreased/no
change) (%)

Femoral artery NA
Increased 4 (57.1) 5(71.4) 6 (85.7) 7 (100.0)
Decreased 2 (28.6) 2 (28.6) 1(14.3) -

No change 1(14.3) - - -

Femoral vein NA
Increased 1(14.3) 2 (28.6) 6 (85.7) 7 (100.0)
Decreased 5(71.4) 3 (42.9) 1(14.3) -

No change 1(14.3) 2 (28.6) - -

Graft NA
Increased 2 (28.6) 2 (28.6) 6 (85.7) 7 (100.0)
Decreased 4 (57.1) 3(42.9) 1(14.3) -

No change 1(14.3) 2 (28.6) - -

NA: Not analyzed (Vaka sayisinin az olmasi nedeniyle analiz edilmemistir;) * p degerleri, Kruskal-Wallis
analizi ve Bonferroni testi kullanilarak gruplar arasindaki karsilastirmalart gostermektedir

BoONT-A + ven grefti grubunda (p=0,030) ve BONT-A + arter grefti
grubunda (p<0,01) femoral arter ¢ap1 degisimi, salin + ven grefti grubuna (p=0,030)
gore anlamli derecede yiiksekti. Ayrica, BONT-A + arter grefti grubunda femoral
arter cap1 degisimi, salin + arter grefti grubuna gore (p=0,013) daha yiiksekti.
Femoral ven ¢ap1 degisimi, BONT-A + ven grefti grubunda (p=0,046) ve BONT-A

+ arter grefti grubunda (p<0,01) salin + ven grefti grubuna gore anlamli derecede
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yiiksekti. Greft ¢apindaki degisim, BONT + ven grefti grubunda salin + ven grefti
grubuna goére (p=0,018) daha yiiksekti. Diger ¢iftler halinde grup
karsilastirmalarinda baska anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Trombotik
olmayan damarlardan olusan gruplarda femoral arter, femoral ven ve greft

capindaki degisikliklerin kutu grafikleri Sekil 21°de gosterilmektedir.

Tablo 7: Kontrol ve BoNT gruplarinin femoral arter, femoral ven ve greft
caplarmin karsilastirilmasi (primer tromboze damarlar harig)

Kontrol BoNT p-value*
Gruplarim Gruplan

(n=11) (n=13)
Ilk cerrahi femoral arter capi 0,71+0,06 0,72+0,05 0.649
Ikinci cerrahi femoral arter capi 0,71+0,06 0.90+0,06 <0.001
Ilk cerrahi femoral ven ¢ap1 0,81+0,07 0,78+0,1 0.733
Ikinci cerrahi femoral ven capi 0,81+0,1 1.00+0,14 0.013
[lk cerrahi vaskiiler greft cap1 1,194+0,12 1,224+0,15 0.910
Ikinci cerrahi vaskiiler greft 1,18+0,15 1,31+0,13 0.015

¢api

* Mann-Whitney U test
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Sekil 21: Trombotik olmayan damar gruplarindaki femoral arter, femoral ven ve

greft capindaki degisikliklerin kutu grafikleri

BoNT ve kontrol grubu karsilatirmalarinda BoNT grubunda femoral arter
capindaki degisim kontrol grubuna gdre anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).
Ayrica kontrol grubunda femoral ven ve greft capinin medyan degerinde bir
degisim olmazken, BoNT grubunda pozitif bir degisim gézlendi ve anlamli bir fark
goriildii (p<0,001). (Sekil 22). Trombotik olmayan 6rnekler igin kontrol ve BoNT
gruplar1 arasindaki femoral arter, ven ve greft caplarindaki degisimin kutu grafigi

Sekil 22°de gosterilmistir.
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W Change in femoral artery diameter
040 [ Change in femoral vein diameter
[ Change in graft diameter
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KONTROL BoNT

Sekil 22: Trombotik olmayan damar gruplarindaki kontrol ve BoNT gruplarinda

femoral arter, femoral ven ve greft ¢apindaki degisikliklerin kutu grafikleri

, Femol Arter:
0,93 mm
Femoral Ven:

Femoral Arter:
0,7 mm
. Femoral Ven:

H 0,83mm L 8 1,06mm

Sekil 23: Botulinum toksin uygulanan anastomozda A: Femoral arter ve venin ilk
goriiniimii. B: Anastomoz ve femoral damarlarin ikinci operasyonundaki

gorunimu
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Sekil 24: Botulinum toksin uygulanan anastomozda A: Anastomoz ve femoral
damarlarin ilk goriiniimii. B: Anastomoz ve femoral damarlarin ikinci

operasyonundaki goriiniimii
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Sekil 25: Deney ve kontrol gruplarindaki damarlarin ICG goriintiileri. BoNT-A
gruplari olan 3. ve 4. gruplarda damarlarin biiylimiis goriintimii dikkati
¢ekmektedir

Ek olarak ilk cerrahide greftlerin anastomoz akimi saglanmadan oncesi ve

sonrasinda caplar1 6l¢iildii ve degerler kaydedildi. Ven grefti kontrol grubunda

anastomoz oncesi ve damar klempleri agildiktan sonra 6l¢iilen damar grefti ¢aplari
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sirasiyla 1,12+0,09 ve 1,21+0,1 olarak belirlendi. Arter grefti kontrol grubunda
anastomoz dncesi ve damar klempleri acildiktan sonra 6l¢iilen damar grefti ¢caplari
sirastyla 1,11+0,09 ve 1,21+0,09 olarak belirlendi. Ven grefti BONT-A grubunda
anastomoz 6ncesi ve damar klempleri acildiktan sonra 6l¢iilen damar grefti ¢aplar
sirastyla 1,12+0,16 ve 1,26+0,16 olarak belirlendi. Arter grefti BoNT-A grubunda
anastomoz oncesi ve damar klempleri agildiktan sonra dlgiilen damar grefti caplar

sirastyla 1,14+0,11 ve 1,16+0,13 olarak belirlendi.

Klemp Acilmadan Once ve Sonra Greft
Caplari

mONCESI = SONRASI

1,3
1,25
1,25
1,2
1,15 11 b 12
i . . .
1,06

ARTERGR. VEN GR.

Sekil 26: Arter grefti ve ven grefti gruplarinda klempler agilmadan 6nce 6lgiilen

ortalama ¢aplar

1.operasyonda klempler agilmadan once ve agildiktan sonra 6lgiilen gaplar
arter grefti gruplarinda ortalama olarak sirasiyla 1,13+0,11 ve 1,14+0,11 olarak
belirlendi. Ven grefti gruplarinda ise bu ortalama degerleri sirasiyla 1,14+0,11 ve
1,25+0,15 olarak belirlendi. Ven grefti gruplarindaki greft cap degisiminin arter

greftlerine gore daha yiiksek oldugu goriildii.
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Botulinum gruplar1 kendi iginde karsilastirildiginda damar ¢apindaki artis
en fazla anastomoz komsulugundaki femoral venlerde goriildii (6ncesi 0,78+0,1 ;
sonrasi 1+0,14). Ven boyutlarindaki degisimi femoral arter boyutlarindaki degisim
takip etti (6ncesi 0,72+0,05 ; sonras1 0,9+0,06 ). En az boyut degisimi ise vaskiiler

greftlerde goriildii (6ncesi 1,22+0,15; sonrast 1,31+0,13).

BoNT-A Gruplarinda Gap Degisimleri

1.4 1,31

1,22
1,2

1

1
0,9
0.8 072 0,78
0,6
0,4
0,2
0

FA6ncesi FA sonrasi FV6ncesi  FVsonrasi Greft dncesi Greft sonrasi

Sekil 27: Tromboze damarlar dahil edilmeden botulinum toksin uygulanan ve
uygulanmayan gruplarda 1. ve 2. operasyonlarda dl¢iilen ortalama damar

caplarindaki degisim

4.3. ICG Floresan Anjiyografi ile Vaskiiler Akimin ve Kas Perfiizyonunun

Goriintiilenmesi

Tiim gruplardaki siganlarin ikinci operasyonlarinda arka bacak 6n grup
kaslarinin ve vaskiiler greft ile olusturulan anastomozun akimi, indosiyanin yesili
(ICG) aracili floresan anjiyografi ile degerlendirildi. Stres testi sonrasi kas
perfiizyonunundaki azalmay1 degerlendirmek i¢in sol taraf tibialis anterior kasinin
ortasindan ve sag taraf tibialis anterior kasinin orta noktasindan 6l¢iilen ICG

tutulum ytizdeleri sag/sol kas olacak sekilde oranlandi.
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Sekil 28: Stres testi sonrast sag bacagin kan akimindaki azalmay tespit edebilmek
i¢in ICG tutulum yiizdeleri birbirlerine oranlanan sag tibialis anterior kasinin orta

noktasi ve sol taraf tibialis anterior kasinin orta noktas.

Sag/sol kaslarin ICG tutulum oranlar: tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Grup 1°deki siganlarin sag/ sol kas ICG tutulum oranlari
GRUP 1 SAG /SOL TA KAS
SICAN NO ORANI
0,71
0,64
0,42
0,2
0,34
0,65
0,73

~N o o1 A W DN
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Tablo 9: Grup 2’deki siganlarin kas ve damar ICG tutulum oranlari
GRUP 2 SAG /SOL TA KAS
SICAN NO ORANI
0,71
0,72
0,31
0,66
0,25
0,67
0,2

~N OO o1 B~ W DN P

Tablo 10: Grup 3’deki siganlarin kas ve damar ICG tutulum oranlari

GRUP 3 SAG /SOL TA KAS
SICAN NO ORANI

1 1

2 0,87
3 0,9
4 0,7
5 0,33
6 1,31
7 0,7

Tablo 11: Grup 4’deki siganlarin kas ve damar ICG tutulum oranlari

GRUP 4 SAG /SOL TA KAS
SICAN NO ORANI

0,76
0,87
0,85
0,92
1
0,75
0,85

~N oo o1 B~ W DN P




Tim ratlar birlikte degerlendirildiginde sag/sol ICG tutulum oraninin
BoNT-A+ arter grubunda salin + arter ve salin+ ven grefti gruplarina gore anlamli

derecede yiiksek bulundu (p=0,023).

Stres testi sonrasi ortalama kas ICG tutulum orani (sag/sol) %

100

90
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40
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20
10

0

1.Grup (VG+Salin)  2.Grup (AG+Salin) 3. Grup (VG+BoNT-A) 4.Grup (AG+BoNT-A)
Sekil 29: Stres testi sonrasinda sag tibialis anterior kasinin ortalama ICG

tutulumunda azalma ytizdelerinin gruplar arasindaki karsilastirmasi
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Stres testi uygulanan ratlarda ise stres testi sonrasi grup 1°de sag tibialis
anterior kas ICG tutulumunun sol kas ICG tutulumuna orani ortalama 0,63+0,12
iken grup 2’de 0,5+0,09; grup 3’de 0,91+0,23 ve grup 4’de 0,86+0,09 olarak
belirlendi. Sag/sol kas ICG tutulum orani, BONT-A + ven ve BONT-A + arter grefti
gruplarinda salin + arter grefti grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla;

p=0,030, p=0,011). Gruplar aras1 karsilastirmalarda baska bir fark bulunmamustir.

Tiim ratlarin sag/sol kas ICG tutulum oranlarinin kutu grafigi sirastyla Sekil
30°da, stres testi yapilan ratlarda gruplarin sag/sol kas ICG tutulum oranlarinin kutu

grafigi Sekil 31°de gosterilmistir.

Tablo 12: Stres testi yapilan sicanlarda sag/sol kas ICG tutulum oranlari

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
(Control (Control (BoNT-A + (BONT-A + p-
venous arterial vein graft) artery graft)  value*
graft) (n=5) graft) (n=7) (n=6) (n=7)

Sag / Sol kas ICG

tutulum orani 0.63+0.12 0.50+0.09 0.91+0.23 0.86+0.09

(mean+SD)

Sag/Sol kas ICG 0.65 0.66 0.89 0.85

tutulum orani <0.01

(medianmin-ma)  (©42:073)  (0200.72)  (0.70-1.31) (0.75-1.00)
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Rightfleft muscle involvement ratio

Salin + Ven Salin + Arter BoNT-A + Ven BoNT-A + Arter
Grefti Grefti Grefti Grefti

Sekil 30: Tiim ratlarda gruplarin sag kas/ sol kas tutulum oranlarinin kutu grafigi

140
130
1,20
1,10
1,00

20

80
.
£0
50
40

30

Rightfleft muscle indocyanine gree involvement ratio

20

Salin + Ven Salin + Arter BONT-A + Ven BONT-A + Arter
Grefti Grefti Grefti Grefti |

Sekil 31: Stres testi yapilan ratlarda gruplarin sag kas/ sol kas ICG tutulum

oranlarinin kutu grafigi
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1.Grup
Salin + Ven Grefti

2.Grup
Salin+ Art. Grefti

3.Grup
BoNT-A+Ven Gr.

4.Grup
BoNT-A*Art.Gr.

Sekil 32: Stres testi sonrasit anastomozlarin ICG tutulumlar1 (3.ve 4. gruptaki
anastomozlarda goriilen daha fazla ICG tutulumu ve nispeten biiylik damar caplari

dikkati cekmektedir)

4.4. Lazer Doppler Akimélcer ile Anastomoz Akimi Degerlendirme

Lazer Doppler akim 6lger ile akim 6l¢timii her ratta ilk cerrahide anastomoz
tamamlandiktan sonra; ikinci cerrahide yine ayni lokalizasyondan stres testi dncesi

ve sonrasinda anastomoz distalindeki femoral arter segmentinden yapildi.

Tiim Doppler akimolger degerlendirilmelerinde elde edilen ardisik 60 adet

PU birimli veriler kaydedildi ve ortalamalar1 alinarak analizlere dahil edildi.

Stres testi yapilan ratlarin anastomoz dncesi ve sonrasi anastomoz akimlari
ven grefti + salin grubunda sirasiyla ortalama 684,6+15,28 PU ve 701,34+11,15
PU; arter grefti + salin grubunda 712,61+ 19,3 PU ve 702,72+21,97 PU; ven grefti+
BoNT-A grubunda 706,54+51,42 PU ve 763,37 + 45,06 PU; arter grefti + BoNT-
A grubunda 691,38+47,84 PU ve 739,47 + 47,85 PU olarak belirlendi.
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ST oncesi ve ST sonrasi anastomoz akimlar1 ven grefti + salin grubunda
sirastyla ortalama 701,34+11,15 PU ve 248,48+191,86; arter grefti + salin grubunda
702,72+ 21,97 PU ve 210,25+166,38 PU; ven grefti+ BoNT-A grubunda
763,375+45,06 PU ve 375,96 + 292,7 PU; arter grefti + BoNT-A grubunda
739,47+47,85 PU ve 411,58 + 189,87 PU olarak belirlendi.

(PU)

900
800
700
600
500
400
300
200

100

-100
1 3 5 7 9111315171921 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59

——SToncesi ——STsonrasi

Sekil 33: Ven grefti +salin grubunda stres testi sonrasi tromboze olan bir

anastomozun LDF akim grafigi
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Stres testi yapilan siganlarin anastomozlarin ilk ve ikinci cerrahide stres testi 6ncesinde

Olciilen akim degerleri Tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13: Stres testi yapilan siganlarin anastomozlarin ilk ve ikinci cerrahide
oOl¢iilen akim degerleri

Group 1 Group 2 Group3  Group 4 (BoNT p-
(Salin +ven (Salin + arter (BoNT +ven + arter grefti) degeri*
grefti ) (n=5) grefti) (n=6) grefti) (n=6) (n=7)
Mean+SD
flk cerrahi
BNESOMOZ 684.60+15.28  712,61419.30  706.55+51.42  691.38+47.85  0.446
Ikinci
cerrahi
anastomoz 701.34£11.15 702.72+£21.98 763.38+45.06 739.48+47.86 0.050
akim
Anastomoz
akim 16.74+7.33 -9.90+7.38 56.83+9.59 48.10+8.62 <0.001
degisimi
Strest.esti
oncesiakim 701 34+11.15 702.72+421.98  763.38+45.06 739.48+47.85 0.050
Stres testi
sonrasi
akim 248.48+191.87 210.26+166.38 375.97+292.71 411.59+189.88 0.126
Strgs
esvle 452.86+192.94 -492.40+173.31 -387.46+290.63 -327.89+177.10  0.153
degisimi

* p degerleri Kruskal-Wallis analizi ile grup i¢i karsilastirmalari gésterir.
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Anastomoz akim degigimi

(PU)
85,00
80,00
75,00
70,00
65,00
60,00
55,00
50,00
4500
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
00
-5,00
10,00
15,00
20,00
-25,00
-30,00
Grup 1: Salin + Grup 2: Salin + Arter ~ Grup3:BoNT+  Grup4:BoNT +
Ven Grefti Grefti Ven Grefti Arter Grefti
Stres Testi Akim Degigimi
(PU)
100,00
150,00
8 0o
ﬁ -300,00
2
‘g -350,00
B -40000
EE -450,00
‘s -500,00
E -550,00
5
g -600,00
8 -650,00
c
E -700,00 =
o
E 750,00
O -80000

Grup 1: Salin + Grup 2: Salin + Arter Grup 3: BoNT4  Grup4: BoNT +
Ven Grefti Grefti Ven Grefti Arter Grefti

Sekil 34: Stres testi yapilan ratlarda anastomozlarin ilk ve ikinci cerrahide ST

oncesinde ve ST sonrasinda 6lgiilen Doppler akislarinin kutu grafikleri
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Stres testi yapilan ratlarda gruplar arasinda ilk cerrahide 6lgiilen anastomoz
akimlari, ikinci cerrahi anastomoz akimlar1 ve ST'den sonra olgiilen akimlar
arasinda anlamli bir fark goériilmemistir (sirasiyla p=0,446, p=0,050, p=0,126).
Lazer Doppler akimélger degerlendirmelerinde stres testi yapilan ratlarda gruplar
arasinda ikinci cerrrahi sirasinda Olgiilen anastomoz akimlari, ortalama akim
azalmasi goriilen kontrol arter grefti grubuna kiyasla BoNT + arter grefti ve BONT
+ ven grefti gruplarinda anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (her iki

karsilastirma i¢in de p<0,01).

Stres testi nedeniyle olusan anastomoz akimindaki azalmalar gruplarin ayri
ayr1 karsilagtirmasinda benzer goriilmiisken; BoNT ve kontrol gruplariin ikili
karsilagtirmasinda stres testi ile Doppler akisindaki azalma kontrol grubunu
olusturan anastomozlara kiyasla BoNT grubunu olusturan anastomozlarda daha
diisiik (p=0,030) bulunmustur. ilk ve ikinci cerrahide &lgiilen anastomoz akim
degisimleri kontrol grubunu olusturan anastomozlarda ikinci cerrahide belirgin
degisiklik gostermezken; BONT grubunu olusturan anastomozlarda 6nemli 6lgiide

artis gostermistir (p<0,001).
4.5. Histolojik Bulgular
4.5.1.1s1k Mikroskobi Bulgulari

A. HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMA BULGULARI

Deney hayvanlarindan elde edilen kas dokularina uygulanan hematoksilen
eozin boyama protokolii sonrasinda incelenen preperatlarda hem botilinum toksin
uygulanan arter ve ven grefti gruplarinda hem de kontrol arter ve ven grefti
gruplarinda gastrokinemius ve tibialis anterior kaslarinda yaygin dejeneratif
bulgular saptanmistir. Saptanan bulgular segmental nekroz, enine ¢izgilenme kaybu,

niikleusun santrale gog¢ii, bag doku artisi, interfasikiiler 6dem ve inflamatuar hiicre
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sayisinda artis parametrelerine gore skorlandi. (0: hi¢ yok, 1: <%10, 2:%10-30, 3:

%30-50, 4: >%50)

Tiim gruplarda kaydedilen dejenerasyon skorlama sonuglari tablo 14-17°de

gosterilmistir.
Tablo 14: Ven grefti + salin iki kas grubunda kas dejenerasyon skorlari

segmental nekroz eninegizgilenme koyb nikleusun santrole g kas liflerinin aynimasi baii doku artigi dem

hicre

daart

1.1. m. Gastrocnemius

1.1.m. tiblalis

1.2, m. tiblalis
1,3, m. Gastrocnemius

2
3
1.2.m. Gastrocnemius. 2
1
k]
1.3. m. tiblalis 1

1

2 2 o2 o2 v ow ow

1.4.m. Gastrocnemius

1.4.m. tibialis

1.5. m. Gastrocnemius

1.5. m. tiblalis

2w o= 2 »

1.6. m. tibialis

1.7.m. Gastrocnemius

G W B A A2 L R WA W AN & oW
= Ll S T et ] L e e

1
3
1
1.6. m. Gastrocnemius 1
2
1
1

1.7. m. tibiolis

Tablo 15: Arter grefti + salin iki kas grubunda kas dejenerasyon skorlari

segmentalnekroz  enine gizgil kaybi niikleusun

BOGL

2.1.m. Gastrocnemius 4
2.1.m. tibialis
2.2.m. Gastrocnemius
2.2.m. tibialis
2.3.m. Gastrocnemius
2.3.m. tibialis
2.4.m. Gastrocnemius
2.4.m. tibialis
2.5.m. Gastrocnemius
2.5.m. tibialis
2.6.m. Gastrocnemius
2.6.m. tibialis
2.7.m. Gastrocnemius
2.7.m. tibialis

R e s R G R R R e e = R
R B O - T N BT T R
R I N I R
R L e U R
L e e T = = e
Lo e W R G e R e e

Tablo 16: Ven grefti + BONT-A grubunda kas dejenerasyon skorlari

enine glzgilenmede

ocil kas liflerinin aynlmasi bag doku artisi interfasikiiler ddem increased inflammatory cell

daart

segmentol nekroz kayip nikleusun santrale o4 kos (lerinin aynimas: bag doku artig! odem
3.1 m. Gastrocnemius
3.1, m. tiblolis
3.2.m. Gastrocnemius
3.2.m, tiblolls
3.3. m. Gastrocnemius
3.3.m. tiblolis
3.4. m. Gastrocnemius
3.4.m. tibialis
3.5.m. Gaswrocnemius
3.5.m. tiblolls

3.6. m. Gastrocnemius

- N e N W= e oeN =W oW
OB L W AW W W W W oW &
W N YW W N N W W = NN
o S N P N SN S TN SO S S A
MR A N OB NN WG A R oW N

3.6. m. tiblolls

3.7. m. Gastrocnemius 4 4 4 2 3 3

3.7.m. tiblalis 2 3 3 3 1 3

hiicre
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Tablo 17: Arter grefti + BONT-A grubunda kas dejenerasyon skorlari

segmental nekroz enine gizgilenmede kayip nikleusun santrale gocli  kas liflerinin aynlmasi bag doku artigi interfasikiler odem inflamatuar hiicre sayisindaarts
4.1.m. Gastrocnemius 3 3 3 3 1 3
4.1.m. tibialis 2 4 4 3 2 2
4.2.m. Gastrocnemius 3 4 4 3 2 3
4.2.m. tibialis 3 4 4 i 1 3
4.3.m. Gastrocnemius 2 3 4 Bl 1 3
4.3. m. tibialis 1 4 4 4 1 2
4.4, m. Gastrocnemius 3 4 4 4 3 4
4.4.m. tibialis 1 3 3 5| 1 2
4.5.m. Gastrocnemius 3 3 4 3 1 2
4.5.m. tibialis 3 3 4 3 1 2
4.6.m. Gastrocnemius 4 3 4 B 1 3
4.6.m. tibialis 1 3 3 4 1 3
4.7.m. Gastrocnemius 1 3 4 3 1 2
4.7.m. tibialis 1 3 3 3 1 2

Gruplarin ortalama histolojik skorlarmin birbirinden anlamli derecede

farkli olmadigr goriildi (p=0,217).

Tablo 18: Gruplarin ortalama histolojik skorlart

Group 3

Group 1 Group 2 (BoNT Group 4
(Salin +ven (Salin + arter +vengrefti) (BONT +arter  p-value*
grefti) (n=7) grefti) (n=7) (n27) grefti) (n=7)

Ortalama
Histolojik Skor

*Kruskal-Wallis test

0.26 (0.05) 0.25(0.05) 0.25(0.05) 0.26(0.02) 0.217

Gastrokinemius ve tibialis anterior kas gruplarinin ortalama histolojik

skorlarimin karsilastirilmasi Tablo 18’de gosterilmistir.
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Tablo 19: Tim gruplarda gastrokinemius ve tibialis anterior kaslarinin
histopatolojik skorlamasi

Grup 1 (ven Grup 2 (arter Grup 3 (ven Grup 4 (arter
grefti +salin) grefti +salin) grefti + BONT-A)grefti + BONT-A)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

degeri*

Mean values of
gastrocnemius and
tibialis anterior muscle

Segmental nekroz 15(1.0-20) 1.5(1.0-25) 2.0(153.00  25(1.0-3.0) 0.071

Horizontal lifkaybt 4.0 (3.0-4.0) 3.5(3.0-4.0) 3.5(3.5-4.0)  35(3.0-40) 0.290

Niikleusun santrale gogii 3.5 (3.0-4.0) 3.5(3.0-4.0) 3.0(3.0-3.5) 3.5(3.5-4.0) 0.099

Kas liflerinin ayrilmas1 3.5 (3.0-3.5) 3.0 (2.5-4.0) 2.5(2.0-3.0) 3.0(3.0-35) <0.01

Bag doku artis1 1.0(1.0-2.0) 1.0(1.0-1.5) 1.0(1.0-2.0) 1.0(1.0-2.0)  0.639

Interfasikiiler 6dem 2.0 (1.0-25) 2.0(1.0-25) 2.5(2.0-4.0) 2.5(2.0-3.0) 0.020

Inflamatuar hiicre
m— ¥ 25(2035) 15(1.030) 25(1530)  20(L0-20) 0013

*Kruskal-Wallis test with Posthoc Bonferroni test

Kas liflerinin ayrilmasi1 ven grefti + BoNT-A grubunda, arter grefti + BONT-
A grubuna (p<0.001), arter grefti + salin grubuna (p<0.01) ve ven grefti +salin
grubuna gore (p<0.001) belirgin olarak daha az goriilmiistiir

Boxplot of separation of muscle fibers of groups
Groups

40| [ Vein graft
W Arterial graft
B Botox vein graft
B Botox artery graft

g 35|
e
K
2
3
E
6 30| °
c
o
£
@
(7]
25|
20
Grup 1: Grup 2: Grup 3: Grup4:‘
Ven grefti Arter grefti + Ven Grefti + Arter Grefti +
+Salin Salin BoNT- A BoNT-A

Sekil 34: Gruplarin kas fiberleri ayrilma skorlarinin kutu grafikleri
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Sekil 35: Ven grefti +salin grubunda gastrokinemius kas kesitinde kas liflerinin

ayrilmasi sar1 ok ile gdsterilmistir (Goriintii 40x biiylitmede elde edilmistir)

Ven grefti + salin grubunda interfasikiiler 6dem; ven grefti + BoNT-A

grubuna (p=0.035), arter grefti + salin grubuna (p=0.025) ve ven grefti + BoNT-A

grubuna gore (p<0.01) daha az goriilmiistiir.

Boxplot of interfascicular edema of groups
Groups
e M Vein graft
B Artery graft

B Botox vein graft
B Botox artery graft

40

35

30

25

Interfascicular edema

20

Grup 1: Grup 2: Grup 3: Grup 4:
Ven greﬁl Arter greﬁl + Ven Grefti + Arter Grefti +
+Salin Salin BoNT- A BoNT-A

Sekil 36: Gruplarin kas interfasikiiler 6dem skorlarinin kutu grafikleri
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Sekil 37: Arter grefti + BONT-A grubunda tibialis anterior kas kesitinde
interfasikiiler 6dem ve kas liflerinde ¢izgilenme kaybi sar1 ok ile gosterilmistir.

(Goriintii 40x biitimede elde edilmistir)

Tiim ven grefti gruplarina gore inflamatuar hiicre sayisinda artig skoru arter

grefti + salin grubunda (p=0.011) ve arter grefti + BONT-A grubunda (p<0.01) daha

diisiik bulunmustur.
Boxplot of increased inflammatory cells scores of groups Group
40 B Vein graft
W Artery graft

B Botox vein graft
W Botox artery graft

35

30

25

20

Increased inflammatory cells

Grup 1: Grup 2: Grup 3: Grup 4:
Ven grefti Arter grefti + Ven Grefti + Arter Grefti +
+Salin Salin BoNT- A BoNT-A

Sekil 38: Gruplarin artmis inflamatuar hiicre skorlarinin kutu grafikleri
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Sekil 39: Arter grefti + BONT-A grubunda tibialis anterior kasinda inflamatuar

hiicre sayisi1 artig1 gosterilmistir (goriintiiler sirastyla 10x ve 20x biiylitmede elde

edilmistir)

Diger skorlamalarda ise gruplar arasi veya gruplar igerisinde belirgin

farkliliklar goriilmemistir (p>0.05).

Sekil 40: Ven grefti + salin grubunda, gastrokinemius kasindan elde edilen kesitte;
Kas lifleri arasinda bag doku artisi sar1 ok, enine ¢izgilenmede kayip beyaz ok,
inflamatuar hiicre artis1 siyah ok ve hiicre ¢ekirdeginin santrale go¢ii mavi ok ile

gosterilmistir.
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Bu grupta yapilan incelemelerde enine ¢izgilenmede kayip ve niikleusun
santrale gociinde artis saptanmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir. (Goriintii 20x biiyiitmede elde edilmistir)

A\‘_.. {

Sekil 41: Arter grefti+ salin grubundan elde edilen kas dokusunda, segmental
nekrozis siyah ok ile, kas liflerinin ayrilmasi sar1 ok ile ve inflamatuar hiicre
sayisindaki artig mavi ok ile gosterilmistir. (Goriintiiler sirasi ile 10x ve 40 x

bliylitme ile elde edilmistir)

Sekll 42: Ven greftl + BoNT-A grubundan elde edilen kas dokusunda;
interfasikiiler 6dem ve ¢izgilenme kaybi siyah oklar ile, segmental nekroz mavi ok
ile ve kas liflerinin ayrilmasi sar1 ok ile belirtilmistir. (Goriintii 20x biiylitmede

elde edilmistir)
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Sekil 43: Arter grefti + BONT-A grubunda elde edilen kas kesitinde; nekroze olup
pargalanarak dagilan siyah ok ile yaygin segmental nekroz yesil ok ile
gosterilmistir. Bu grupta yapilan skorlamada segmental nekroz yaygin olarak
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. (Goriintiiler

strastyla 10x ve 20 x biiyiitmede elde edilmistir)

B. MASSON TRIKROM BOYAMA BULGULARI
Botilinum toksin verilen ve kontrol grubundaki hayvanlardan elde edilen
arter ve ven grefti dokularma masson trikrom boyama protokolii uygulandiktan

sonra elde edilen kesitler trombiis varlig1 yoniinden incelendi.

Tablo 20: Gruplar arasinda trombiis goriilen deneklerin dagilimi

TROMBUS
TOPLAM DENEK |[GORULEN DENEK
SAYISI SAYISI
Ven grefti+salin 7 4
Arter grefti+salin 7 3
Ven grefti+BoNT-A 7 3
Arter grefti+BoNT-A 7 2

Ven grefti+ salin grubunda 7 denek hayvanindan alinan ven grefti
orneklerinin 4 tanesinde trombiis saptanmigken; ven grefti + BoNT-A grubunda 7

denek hayvanindan alinan ven grefti 6rneklerinden 3 tanesinde trombiis oldugu
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goriilmistiir. Her 1ki grup icin doku takibi sonras1 elde edilen goriintiilerde liimen
cap1 ve trombiisiin liimende kapladig1 alan x ve y ekseninde Ol¢iilmiistiir. Sonuglar

asagidaki tablolarda gosterilmistir.

Tablo 21: Ven Grefti + Salin grubundaki trombiis boyutlari ve trombiis goriilen
deneklerin damar liimeni boyutlar1

Ven grefti+salin Damar Limeni Trombus Boyutu
Grubu Boyutu (pm) (pm)

1299%x431 um  828x419 um
1025x587 um  308x210 um
844x951 pm 820x948 um
653x227 um 478x98 pm

A WO N =

Tablo 22: Ven Grefti + BoNT-A grubundaki trombiis boyutlar1 ve trombiis
goriilen deneklerin damar liimeni boyutlar1

Ven grefti+BoNT-A Damar Limeni Trombiis Boyutu
Grubu Boyutu (pm) (um)

1 864x564 pm 774x562 pm
2 1091x846 pm  392x357 um
3 771x426 um 591x414 pm

Resim A Resim B

Sekil 44: A: Ven grefti + Salin grubu, limeni tam tikayan trombiis gosterilmistir.
B: Ven grefti + BONT-A grubu, liimeni tam tikayan trombiis gosterilmistir

(Gorintiler 10x biiyiitmede elde edilmistir)
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Sekil 45: Sar1 ok: subendotel tabakanin ayrilmasi, siyah ok: epitel tabakasinin

destriiksiyonu, beyaz yildiz: limeni tam tikayan, organize, hemorajik trombiisii

gostermektedir (goriintli 40x biiyiitmede elde edilmistir).

Arter grefti+salin grubundan alinan 7 greft dokusu 6rneginden 3 tanesinde
trombiis goriildii. Bunlardan birinde liimeni tama yakin tikayan, ortasinda minimal
liimen olugmus trombiis bulunurken; diger iki denekte organize trombiis liimeni

tikayici vasifta degildi.

Arter grefti + BONT-A grubundan alinan 7 damar grefti dokusu drneginden
ikisinde trombiis goriildii. 2 trombiisten biri liimeni tam dolduran vasifta iken digeri

liimende minimal yer kaplar vaziyetteydi.

Kontrol ve BONT-A grubunda doku takibi sonrasinda alinan goriintiilerde
Ol¢lim yapildi, damar liimeninin ve trombiisiin boyutlar1 x ve y ekseninde dlgiim

sonuglar1 asagidaki tablolarda gosterilmistir.
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Tablo 23: Arter grefti + Salin grubundaki trombiis boyutlar1 ve trombiis goriilen
deneklerin damar liimeni boyutlar1

Arter grefti+salin Damar Lumeni Trombus Boyutu

Grubu Boyutu (pm) (um)
1 1200x793 pm  1192x783 um
2 644x1181 pm 316x830 pm
3 302x1892 um 261x374 pm

Tablo 24: Arter Grefti + BONT-A grubundaki trombiis boyutlari ve trombiis
goriilen deneklerin damar limeni boyutlari

Arter grefti+BoNT-A Damar Lumeni Trombis Boyutu
Grubu Boyutu (pm) (um)

1 661x878 pm 648x878 um

2 1525x749 pm 602x664 pm

Sekil 46: C: Arter grefti + salin grubunda liimeni tam tikamayan trombiis varligi,
D: Arter grefti + BONT-A grubunda trombiis yoklugu, tam agik liimen

gosterilmistir (resimler 10x biiylitmede elde edilmistir).
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Sekil 47: Trombiis i¢eren damar liimeni gosterilmistir. (Goriintii 20x biiylitmede
elde edilmistir.) Sar1 ¢izgi: trombiis, Siyah ok: trombiis i¢erisinde organize olmus

bag doku alani

Sekil 48: Trombiis icermeyen arter grefti dokusu gosterilmistir. (Goriintii 40x
biiyiitmede elde edilmistir.) Endotel ve subendotel tabakasi intakt, paralel
siralanmuis kas lifleri tunika media tabakasini olusturmakta ve inflamatuar hiicre

infiltrasyonu goriilmemektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Mikrocerrahi gerektiren serbest flep ve replantasyon prosediirleri igin
%94,3 ile %99,2 arasinda degisen yliksek basari oranlarini bildirilmistir [15-18].
Serbest doku transferlerinin bu basarisina ragmen, %6 ila %14'Q vaskiiler
komplikasyonlar nedeniyle yeniden eksplore edilebilmektedir [197,198]. Vaskiiler
tromboz ve vazospazm serbest flep cerrahisi ve replantasyon cerrahisi
basarisizliginin halen bilinen en yaygin iki nedenidir ve vaskiiler spazm olusumu
kan akisinin azalmasina ve anastomozun tromboze olmasina yol agabilir [21,199].
Postoperatif gelisecek bu vaskiiler komplikasyonlarin %95'i ameliyattan sonraki ilk

72 saat iginde ortaya ¢ikar [197,200].

Vazospazmin altinda yatan mekanizmalar karmasiktir ve soguk, damarin
kontrolsiiz manipiilasyonu, vaskiiler sizintilar, spazma intrensek egilim, endotel
hasari, inflamatuar mediatorler, artmis sempatik tonus ve dolasimdaki
vazokonstriktorler de dahil olmak iizere ¢esitli faktorlere yanmit olarak ortaya
cikabilir [23]. Yakin zamanda yag hiicrelerinin hem endokrin hem de parakrin
etkilere sahip ¢ok sayida metabolik olarak aktif maddeler iiretebildigi fark
edilmistir; bu, perivaskiiler yag dokusunun da vaskiiler spazmda rol oynayabilecegi
anlamina gelir [2]. Ek olarak, yaygin endotel disfonksiyonuna neden olan diabetes
mellitus gibi metabolik hastaliklarin da vaskiiler spazm riskini artirdigi
gosterilmistir [42]. Vazospazmin tetikleyici mekanizmasi belirsiz olsa da,

prosediirlerin %5-%10'unu 6nemli 6l¢iide etkiledigi tahmin edilmektedir [21].

Vazospazmin tedavisi i¢in mikrocerrahi sirasinda lokal olarak
antispazmodik ajanlar uygulabilir; ancak, vaskiiler spazm1 etkili bir sekilde tedavi
etmek i¢in bu ilaglarin optimum konsantrasyonlar1 belirlenmemistir [21]. EK olarak,

kan damarlan tizerindeki etkileri heniiz belirsizligini korumaktadir. Dahasi, bu
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ajanlarin fizyolojik islevler lizerindeki etkisi ve toksisitesi ile kullanim ig¢in

optimum konsantrasyonlar heniiz agikliga kavusturulmamistir [36].

Travmatik defektlerde damarlarin ug uca dikilemedigi durumlarda, defektin
yakin c¢evresinde alict damarlarin yetersiz oldugu serbest flep pedikiillerinin
uzatilmasi gerektiginde kullanilan vaskiiler greftler ¢oklu anastomoz varligi,
ozellikle ven grefti kullanilan vakalarda kompresyona ve biikiilmeye yatkinlik,
tiirbiilansh veya degisen akis dinamikleri, intimal hasar, boyut uyumsuzluklari gibi
nedenlerle artmis intrinsik trombojenite ve vazospazma yatkinlik ile
iliskilendirilebilir [1]. Harris ve ark. boyut uyumsuzlugu olan ven greftleri iizerine
yaptiklar1 iki asamali bir rat calismasinda, boyut uyumsuzlugunun arteriyel
defektlerin interpozisyonel ven greftlemesinin uzun vadeli acikligini belirgin
sekilde etkilemese de, ven greftleri yoluyla olusturulan serbest flep pedikiil
anastomozlarmin agikligini 6nemli 6l¢iide engelledigini belirtmistir [201]. Mevcut
retrospektif klinik calismalar ise vaskiiler greft gerektiren fleplerin daha biiyiik
tiimorlere, daha siddetli travmalara sahip olma veya daha 6nce cerrahi prosediirler
veya radyasyon ge¢irmis olma gibi nedenlerle daha yiiksek bir basarisizlik riski ve
trombiis yatkinligina iligkin ¢eliskili veriler icerse de ; deneysel literatiirde ven

grefti agiklik oraninin %53 ile %100 arasinda degistigi bildirilir [202-206].

Greft olarak kullanilan arterler, nemli kas katmanlari nedeniyle spazma
kars1 daha hassastir. Venoz greft spazmlar1 daha az siklikla bildirilir ve genellikle
ameliyattan sonraki ilk 48 saat iginde goriilir [207]. Greft vazospazminin
mekanizmasinin vazodilator ve vazokonstriktor etkilerin dengesi ile mekanik ve
fiziksel uyarim ve oksidatif stresle iliskili olduguna inanilmaktadir[11,208]. Damar
greftleri iizerinde spazmojen etkileri olan etkenler birgok arastirmanin konusu
olmustur. Endotelden tiiretilen kasilma faktorleri (6rnegin, endotelin-1),

prostaglandinler (6rnegin, tromboksan A2 veya PGF2a), a-adrenoseptorler baslica
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su¢lanan endojen kaynakli faktorlerdir. Damar greftlerindeki vazospazm, vaskiiler
kontraktilite veya endotel disfonksiyonunun diger yollariyla da iliskili olabilir.
Oksidatif stres sonrasi otolog nétrofiller endotel disfonksiyonuna neden olan stabil
bir protein olmayan kiigiik bir molekiil salgilarlar [39]. Ek olarak, RhoA/Rho kinaz
yolaginin damar greftlerini spazma duyarli hale getirebilen baska bir mekanizma
olmasi muhtemeldir [40]. Saglam endotel ise, nitrik oksit, endotel kaynakli
hiperpolarizan faktor ve PGI2 gibi bir dizi endotel kaynakli gevsetici faktorii serbest

birakarak damar spazmini 6nleyebilir [2,3,43].

Botulinum toksininin genel olarak bilinen etki mekanimasi sinaptik araliga
asetilkolin salinimimi bloke ederek iskelet kasinin kasilmasinin inhibisyonudur.
Bununla birlikte bu toksinin uygulandigi lokalizasyona ve etkilesime girdigi
norotransmitter veya reseptore bagl olarak ¢ok sayida farkli etkileri gosterilmistir.
Sinaptik araliga norepinefrin, P maddesi gibi Onemli vazokonstriktorlerin
salmimini da bloke eder ve Rho/Rho kinaz yolaginda Rho kinazi inaktive ederek
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin Ca2 * duyarhiligini ve nitrik oksit (NO) sistemini
stimiile edip diiz kas hiicre kasilmasin1 dogrudan inhibe eder, ayn1 zamanda da
onemli bir vazodilatator olan kalsitonin geni ile iliskili peptidin (CGRP) salinimini
artirtr [135,143,209]. Diiz kas hiicresinin kasilmasi temelde kalsiyum sinyal
kaskadlar1 ve RhoA/Rho-kinaz sinyal yollar araciligiyla gergeklesir ve Rho-kinaz
her iki mekanizmada da 6nemli 6l¢giide yer aldigi [2] i¢in RhoA/Rho-kinaz sinyal
yolaginin  Botulinum toksininin damarlar {izerindeki olumlu etkilerini

gerceklestirebilecegi bir yolak oldugu diisiiniilebilir.

Tiim bu farmakolojik 6zellikler Botulinum toksinini vaskiiler cerrahide
karsilasilabilecek bazi sorunlarin ¢ézlimii i¢in arastirma konusu haline getirmistir
ve bu konu ile ilgili pek cok calisma bulunmaktadir. Birgok hayvan damar

anastomoz modelinde intraoperatif olarak veya ameliyattan birkag giin 6nce yapilan
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perivaskiiler botulinum toksin uygulamasinin, perfiizyonu iyilestirdigi, arteriyel ve
vendz dilatasyonu artirdigi, trombozu azalttifi ve hem random patern hem de
pedikiillii flep sagkalimini iyilestirdigi gosterilmistir. Hayvan modellerinde
toksinin prosediirle es zamanli olarak veya on tedavi olarak uygulandiginda,
vaskiiler faydalariin kisa bir siirede ortaya ¢ikip birka¢ hafta boyunca devam
ettirilebildigi gosterilmistir. Birka¢ hafta stirebilen etkileri, etkisi yalnizca birkag
saat siiren papaverin veya lidokain gibi diger yaygin vazoaktif maddelerle
karsilastirildiginda 6nemli dl¢tide daha uzundur. Vaskiiler spazm tizerinde olumlu
etkileri gosterilen ancak vazospazmi tedavi etmek i¢in botulinum toksin
uygulamasinin Gida ve Ilag Idaresi (FDA) onayli bir endikasyonun bulunmamasi,
etki mekanizmasi ve vaskiiler etkileri konusunda farkindalik eksikligi sebebiyle

klinik kullanim1 yaygin degildir.

Calismamizda, kiiciik kalibreli arteriyel sistemde boyutlar1 uyumsuz
arteriyel ve venoz greftlerle yapilan anastomozlarin erken donem vaskiiler trombiis
ve spazma yatkinlik diizeylerine BONT-A’nin etkisini arastirdik. Sonuglar,
histolojik, makroskobik &lgiimler ve goriintiileme yontemleriyle degerlendirildi.
Trombiis oranlarinda teknik veya beceriyle iligkili olusabilecek herhangi bir
varyasyondan kaginmak i¢in, tiim miidahaleler aymi cerrah tarafindan
gerceklestirilmistir. Benzer sekilde, histopatolojik analizlerin tarafsiz olmasi i¢in de

degerlendirmeler iki histolog tarafindan ¢ift-kor bir sekilde gerceklestirilmistir.

Deneysel modelimizde kullandigimiz vaskiiler greftler Blain ve ark.'nin
ratlarda kullanilabilecek vaskiiler greftlerin gosterildigi anatomik c¢aligma
sonuglaria gore [210] belirlenmistir ve gruplar arasinda femoral arter -vaskiiler
greft arasinda benzer ¢cap uyumsuzluklari olusturabilmek igin arter grefti olarak
ortak karotis arter, ven grefti olarak femoral ven kullanilmistir. Anastomozda akim

saglanmadan Once Olgiilen femoral arter (p=0,957) ve vaskiiler greft caplar
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arasinda gruplar arasinda anlamli bir fark gosterilememesi (p=0,166) tercih edilen
vaskiiler greftlerin benzer boyutlarda oldugu seklinde yorumlanabilir. Anastomoz
Oncesi Ol¢iilen ortalama femoral arter ¢ap1 0,734+0,05 mm; Olcililen ortalama damar
grefti cap1 1,12+0,11 mm olarak 6l¢ililmiistiir; bu durum vaskiiler greft ile femoral
arter anastomozlarin yaklasik olarak 1:1,5 cap uyumsuzluguyla yapildigini

gostermektedir.

Simsek ve arkadaslar1 2014 yilinda ¢alismamiza benzer sekilde ortak karotis
arter ve femoral ven ile olusturduklar1 anastomozlari karsilagmisg, 14 arter ve 14 ven
grefti ile yaptiklari onarimlarin her iki grupta da 13 tanesinin patent oldugunu, ven
grefti ile onarim yaptiklart tim deneklerde anevrizmatik dilatasyon gelistigini ve
ven grefti bu grubundaki 13 denekten 5'inde rekanalize trombiis goériildiigiinti rapor
etmiglerdir [211]. Calismamizda Simsek ve ark.larmin galisma benzer sekilde
ikincil cerrahide yapilan ilk degerlendirmemizde arter grefti ile olusturulan 14
anastomozdan 13 tanesinin, ven grefti ile olusturulan 14 anastomozdan ise 11
tanesinin patent oldugunu gézlemledik. Simsek ve ark.larinin yaptigi ¢alismada ven
grefti gruplarinda her ne kadar klinik olarak 13 anastomozun patent oldugu
gosterilse de bu anastomozlarin 5 tanesinde histolojik olarak rekanalize trombiis
varligi gosterilmistir. Calismamizda ven grefti gruplarinda Simsek ve ark.larin
calismalarina gore daha fazla gordiiglimiiz primer trombiis sayisin1 bu grupta
tromboze olan ve ilk cerrahi ile ikinci cerrahi arasinda hangi donemde tromboze
oldugu belirsiz olan anastomozlarin ¢alismamizdaki kisa takip siiresi nedeniyle
heniiz rekanalize olamadan ikincil cerrahinin gergeklestirilmis olabilmesine
baglamaktayiz. Simsek ve ark. anjiyografi ile bu damarlarin acikligim1 21. giinde
degerlendirmis olup; anastomoz agikligini  degerlendirdigimiz siire ise

calismamizda 3 giindiir.
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Klinik olarak primer trombiis gordiiglimiiz ratlarin tamaminin histolojik
incelemesinde liimeni tamamini/tamamina yakinini tikayan ve belirgin endotel
destriiksiyonu ile birlikte olan trombiis gértiniimii varken; 1. grupta stres testiyle
vaskiiler akimin durdugunu goézlemledigimiz lanastomozda histolojik olarak
trombiis tespit edilememistir. Stres testi sonrasi gelisen erken donem trombiisiin
damar duvarina organize trombiis kadar sik1 yapisik olmamasi nedeniyle histolojik
analizde goriilmeyen trombiisiin histolojik analiz Oncesinde bekletilen formol
¢ozeltisinin icinde ¢oziinmiis olabilecegi veya klinik olarak akimin kesildigini
gordiigiimiiz bu anastomozda vaskiiler spazma trombiislin eslik etmemis
olabilecegi muhtemeldir. Benzer sekilde 4. gruptaki 7 rattan klinik olarak sadece
birinde stres testi sonrast akimin durdugu gozlenmisken histolojik olarak 2
anastomozda trombiis goriilmiistiir. Klinik olarak lazer Doppler akim 6lger ve ICG
degerlendirmelerinde tespit edilemeyen trombiisiin greft liimeninin yarisindan daha
azin1 (damar limeni boyutu: 1525x749u; trombiis boyutu: 602x664p) tikamast
nedeniyle Doppler akim 6lgerde dlgiilen akim degerlerini ve ICG goriintiilerini

etkilememis olmasi olasidir.

Arteryel ve venodz greft gruplarmin kendi igerisindeki karsilagtirmasinda
arteriyel greft grubunda primer trombiis ve stres testi sonrasi trombiis oranlari
sirasiyla %7,1 (1/14) ve %23,1 (3/13) ; ven greft grubunda ise primer trombiis ve
stres testi sonrasi trombiis oranlari sirasiyla %21,4 (3/14) ve %45,4 (5/11) olarak
belirlenmistir. Simsek ve ark. ¢alismalarinda, ven greftinin arteryel kan basinci
kaynakli genislemesinin ven grefti grubunda endotel siirekliligini dnemli 6l¢iide
bozdugunu ve ayrica mural trombiis ve mural inflamasyon insidansinin arttigini
gostermiglerdir. Ven grefti gruplarinda gordiikleri artmis mural trombiis ve mural
inflamasyon insidanslarin1 arteriyel ve vendz greftlerin yiiksek basingli pulsatil

arteriyel kan akigina karsi direngleri arasindaki farka baglamislardir [210]. Aym
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zamanda femoral ven greftlerinin, tiirbiilansli kan akisina ve endotel hasarina neden
olan anevrizmatik dilatasyonlara daha yatkin oldugunu goérmiisler ve endotel
siirekliliginin bozulmasinin trombiisleri yaydig1 ve inflamatuar yaniti tetikledigi
sonucuna varmiglardir. Calismamizda kullandigimiz Kkarotis arter greftlerinde
anastomoz akimi saglandiktan sonra Oncesine gore belirgin bir ¢ap degisikligi
saptanmazken (akim oOncesi ortalama: 1,13+0,11mm, akim sonrasi ortalama:
1,14+0,11mm); femoral ven greftlerinin ¢aplarinin arteryel kan basincina maruz
kaldiktan sonra Onemli Olgiide arttifi goriilmiistir (akim Oncesi ortalama:
1,12+0,13, akim sonrasi ortalama 1,26+0,15). Bizim ¢alismamizda da Simsek ve
ark.larinin caligsmalarina benzer sekilde ven grefti gruplarinda goriilen trombiis
oranlarinin (hem primer trombiis hem de stres testi sonrasi goriilen trombiis) arter
grefti gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriilmesine ragmen istatiksel olarak bu
farklililk anlamli bulunamamustir (Fischer's exact test p=0,124). Hem primer
trombiis oranlarinin hem de stres testi sonrasi trombiis oranlarinin ven greftlerinde

endotel hasarinin daha fazla olmasiyla iliskilendirilmistir.

Goldberg ve ark.larinin 2023 yilinda yayinladiklar1 bir meta-analiz
calismasinda perivaskiiler BONT-A ve BONT-B uygulamasinin perfiizyonu
tyilestirdigi, arteriyel ve vendz dilatasyonu artirdigi, trombozu azalttigi ve kritik
iskemik modellerde hem random patern hem de pedikiilli flep sagkalimini
tyilestirdigi, kan akisini 1 hayvan ¢alismasi hari¢ tiimiinde kontrollere goére arttigi
sonuglarini elde etmislerdir [140]. Ayn1 meta-analiz ¢alismasinda Goldberg ve
ark.larmin trombozun baslica nedenlerinden birinin vazospazm oldugu ve BONT
uygulamasindan sonra, salin kontroliiyle karsilastirildiginda, hem arter hem de
venlerde mutlak tromboz riskininin %62 oraninda azaldigi sonucuna varilmistir
[140]. Benzer sekilde Hassanpour ve ark. 2018 yilinda yaptiklari sigan femoral

arterindeki ezilme yaralanmasi caligmasinda eksternal olarak damarin BoNT ile
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irrigasyonunun, vazospazm ve tromboz riskini artirabilecek vaskiiler klemple
iliskili endotel hasarim1  Onleyebildigini  gosterilmislerdir [145]. BoONT
uygulamasinun, kontrollerine kiyasla arterlerdeki trombozu %85, venlerdeki
trombozu %79 azalttig1 gosterilmistir. Calismamizda BoNT enjeksiyonu yapilan
grupta trombiis oranlarinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(kontrol gruplarinda primer trombiis orant %21,4 (3/14) iken stres testi sonrasi
trombiis oran1 %45,4 (5/11); BoONT-A grubunda ise organize trombiis oran1 %7,1
(1/14) iken ve stres testi sonrasi trombiis oraninin %23,1(3/13)) ancak bu fark
istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (Fischer's exact test p=0,124). Sonuglarin
istatiksel olarak anlamli farklilik icermemesini calismamizin adi1 gecen
calismalardaki 6rneklem biiyiikliikleriyle kiyaslandiginda daha kiiciik bir 6rneklem

grubuna sahip olmasina baglamaktay1z.

Vaskiiler caplarin degerlendirmesi organize olmus trombiisiin goriildiigii
anastomozlarda organize olmus trombiisiin femoral arter, vaskiiler greft ve
anastomoz komsulugundaki venin ¢apinda 6nemli degisiklikler olusturacagi
varsayildi ve damar c¢aplarindaki degisikliklerin karsilastirmasi esas olarak primer
trombiisiin goriilmedigi anastomozlar arasinda gergeklestirildi. Trombotik olmayan
ornekler analiz edildiginde, kontrol ve BoNT gruplar1 arasinda femoral arter,
femoral ven ve greftlerin ilk operasyonda o6l¢iilen ¢aplarinda ¢aplarda anlamli bir
fark bulunmamstir (p>0,05). Ancak ikinci operasyonda &lgiilen ortalama femoral
arter (p<0,001), femoral ven (p<0,001) ve greft (p<0,001) ¢aplari, BONT grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha ytliksek bulunmustur.

Goldberg ve ark.larmin 2023 yilinda yaymladiklar meta-analiz
calismasinda BoNT nin vazodilatasyon etkisini hem arter hem de ven iizerinde
gosterebilme etkisinin oldugu gosterilmistir ve bu meta-analiz ¢alismasinda
arteriyel ve vendz ¢aplarda sirasiyla ortalama %39,5 ve %46,3 artis oranlar1 tespit

edilmistir[140]. Calismamizda tromboze anastomozlar hari¢ tutuldugunda BoNT

119



gruplarinda femoral arterlerin ilk operasyondaki ¢ap ortalamasi 0,73+0,05 mm iken
ikinci cerrahide bu ortalama 0,87+0,11; femoral venlerin ilk operasyonda cap
ortalamas1 0,77+0,11 iken ikinci cerrahide bu ortalama 0,97+0,14; vaskiiler
greftlerde ilk operasyonda 1,14+0,14 olan vaskiiler ¢ap ortalamasi 1,29+0,15’¢
yiikselmistir. Calismamizda BoNT gruplarinda femoral arter ¢aplarinda ortalama
%24,11+£6,53, femoral ven caplarinda ortalama %?27+8,27 ve vaskiiler greft
caplarinda ortalama %8,89+5,99’luk artis gozlenmistir. Goldberg ve ark.larinin
meta-analiz sonuclariyla karsilastirildiginda ¢alismamizda daha diisiik damar ¢ap1
artis oranlar1 bulunmustur. Bahsi ge¢en meta-analiz ¢alismasina dahil edilen
botilinum toksininin cerrahiden 6nce uygulandigi ¢calismalarda botilinum toksininin
uygulanmasindan isleme kadar gegcen giin sayisi ortalama olarak 6,73 giin;
botulinum toksini uygulamasindan analize kadar gegen giin sayisi ise ortalama 10
giin olarak belirlenmistir. Calismamizda ise botulinum toksini ilk cerrahiyle es
zamanl olarak uygulanmis; uygulandiktan 3 giin sonra sonuglar analiz edilmistir.
Amold ve arkadaslar1 2009 yilinda yaymladiklari ¢aligmalarinda perivaskiiler
olarak 5 iinite BONT-A uygulamasi sonrasi 1, 14. ve 28. glinlerde damar ¢aplarini
Olgmiisler; BONT-A’nin uygulama sonrasi 1.giiniinde bile hem arter, hem de ven
caplarinda anlamli artisa yol agtifini, bu artisin 14.giin dl¢limiinde en yiiksek
seviyeye ¢iktigini ve 28. giinde halen yiiksek oldugunu belirtmislerdir[130, 212].
Bu sonuglarla karsilastirildiginda ¢alismamizda ilk cerrahi ile es zamanl olarak
uygulanan BONT-A’nin 3 giin igerisinde damarlar {izerindeki maksimum
vazodilatator etkisini gosteremedigi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda galigmamizda
gordliglimiiz gibi venlerde gozlenen ince duvar yapisi sebebiyle damar cap artis
oraninin arterlerden belirgin olmasi beklenen bir durumdur ve hem sempatik blokaj
hem de alternatif mekanizmalarla BoNT nin bu damarlarda etkisini gosterebildigi
diisiiniilmektedir. Damar ¢ap1 artisinin en az damar greftlerinde goriilmesi sempatik
blokaj, sinaptik araliga norepinefrin, P maddesi gibi 6nemli vazokonstriktorlerin
salinimmin blokaji gibi BoNT’ nin sinir sistemi lizerinden gosterdigi etkilerin
hélihazirda denerve olan vaskiiler greftler tizerinde gosterememis olabilir ve greft

olarak taginan doku sekonder kontraksiyonuna maruz kalmis olabilir.
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Murakami ve ark.larinin 2009 yilinda yaptig in vitro ¢alismada botulinum
toksininin arteriyel greft spazmini in vitro 6nlemedeki yararliligini arastirmak igin
siganlarindan alinan abdominal aort 6rneklerini 30 dakika boyunca ¢esitli dozlarda
botulinum toksini veya papaverin ile muamele ettikten sonra KCI ve noradrenalin
ile in-vitro ortamda damarlar1 spazma zorlayip gerilim miyografi kullanilarak
spazma yanitlarim1 karsilastimiglardir. Botulinum toksininin neredeyse tiim
konsantrasyonlarda kontrollerle karsilastirildiginda arteriyel kasilmayi tamamen
engelledigini gozlemlemislerdir. Ayrica spazmi 6nleme etkisi papaverinli grupta 60
dakika sonra kaybolurken; botulinum toksini gruplarinda bu etkinin 120 dakika

devam ettigi goriilmiistiir [144].

Tekrarlayan postoperatif vazospazm ve trombozla komplike olan ve iki kez
kullanilan ven greftinin revizyonu yapilan ¢ift ayak parmagi replantasyon
vakasinda BoNT kullanimiyla parmaklarin kurtarildigi bir vaka ile BoNT nin
vazospazm ve trombozu 6nleme etkisi insanlarda da giindeme gelmistir [146]. Bu
vaka raporu, BoNT'nin insanlarda vaskiiler onarimla es zamanli uygulanmasinin
faydali olabilecegini  gostermistir  [147]. BONT, postoperatif kontrol
anjiyogramlarda greft vazospazmi géstermeyen kiiglik bir vaka serisinde klinik
serebral vaskiiler baypas cerrahisi sirasinda vazospazmi Onlemistir[67]. Bir¢ok
calisma, BONT-A'nin iskemik agriy1 azalttigin, lilser iyilesmesini iyilestirdigini ve
Raynaud atak sikligin1 ve siddetini azalttigin1 gostererek periferik arter
vazospazmlarmin tedavisinde etkili oldugunu gostermistir [138, 139]. Bu durum
BONT-A'nin hem endotelin-1- hem de 5-hidroksitriptamin kaynakli kasilmalari
engelledigini belirleyen bir insan radyal arter greft c¢alismasinda da
gosterilmistir. Bu calismada, papaverinin aksine, BONT-A'nin spazmi Onleme
etkinliginin zamanla azalmadig1 goriilmistiir [148]. Son olarak, 1 veya daha fazla

iskemik parmagi olan 11 hastanin dahil edildigi bir klinik ¢alismada, BONT
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olmadan yonetilen 6 kisilik bir grupta goriilen %83'liikk bir amputasyon oranina
karsin, BoNT ile yonetilen 5 hastada amputasyon oraninin %0 oldugu
gozlenmistir[149]. Clemens ve ark.larinin 2009 yilinda yaptiklart ¢alismada
anastomoz sonrasi buzla muamele ve es zamanli sistemik fenilefrin uygulamasiyla
vazospazma zorlanan ¢alismasinda vaskiiler anastomozlardan 6nce BoNT ile
muamele edilmis olan anastomozlar trombiis olusumuna karsi direng
gostermiglerdir [143]. Calismamiz Clemens ve ark.larmin g¢alismasina benzer
sekilde dizayn edilmistir; ancak bu calismadan farkli olarak botulinum toksini 6n
tedavi seklinde uygulanmayip anastomoz bittikten hemen sonra uygulanmstir.
Bununla birlikte Clemens ve ark.larinin ¢alismasinda arter ve venler kesilip u¢ uca
dikilmistir. Calisgmamizda ise trombiise yatkinlig1 arttirmak i¢in aralarinda 1:1,5
oraninda ¢ap farki bulunan damarlarin bulundugu vaskiiler greftle olusturulmus bir
anastomoz modeli tercih edilmistir. Calismamiz bildigimiz kadariyla damar
greftleriyle olusturulmus anastomozda BoNT’nin trombiis oranlar1 ve spazma

yatkinlig1 azaltmadaki etkilerini birlikte degerlendiren ilk calismadir.

Calismamizda BoNT’ nin vaskiiler spazma etkisi ICG ve lazer Doppler
akimolger araciligiyla degerlendirdik ve uyguladigimiz spazm modelinde Ichioka
ve ark. ¢aligmalarinda [59] kullandiklar1 dozda topikal adrenalin uygulamasina ek
olarak Clemens ve ark. ¢alismalarindakine [143] benzer sekilde arka bacaga buz
uygulamasi gergeklestirdik. Clemens ve ark. larimin ¢alismasindan [143] farkli
olarak anastomozlarimiz tek tarafli oldugu i¢in buz uygulamasini her iki arka bacak
yerine sadece spazm olusturmak istedigimiz anastomozun oldugu sag arka bacaga
uyguladik. Yokoyama ve ark. [65] ayn1 doz adrenalin uygulamasindan sonra sigan
femoral arterlerinde %10’lara kadar diisebilen bazal akis hizin1 4 dakikadan sonra
gormeleri sebebiyle sirasiyla sagma testi, Doppler ve ICG degerlendirmelerini

5.dakikadan sonra gergeklestirdik. Indiiklenen spazm sonrasi olusan arka bacak kas
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iskemisinin ana vaskiiler kaynaktaki kan akimiyla direkt iliskili olmasi sebebiyle
ilgili arka bacak kasmin iskemi siddeti karsi taraf arka bacaktaki dolasimla
karsilastirilarak belirlendi. Bu karsilastirma i¢in sag ve sol arka bacaktaki tibialis
anterior kaslarinin ICG tutulumlar1 birbirlerine oranlandi ve Ssag/sol kas ICG
tutulum orani, BONT + ven grefti ve BONT + arter grefti gruplarinda salin + arter
grefti gruplarina gore daha yiiksek bulundu (sirasiyla; p=0,030, p=0,011). Her ne
kadar stres testi sonrast hem BoNT+ ven grefti hem de BoNT + arter grefti
gruplarindaki ortalama sag/ sol kas ICG tutulum oranlar1 salin + ven grefti grubuna
gore yliksek olsa da (sirastyla 0,91+0,23 ; 0,86+0,09 ve 0,63+0,12) salin + ven
grefti grubuyla BoNT gruplar1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir ve ICG bulgularin tamaminin ¢alismamizin baslangi¢ hipotezini
destekler sekilde oldugu goriilmiistiir. BONT hem arter greftiyle hem de ven
greftleriyle olusturulmus anastomozda vaskiiler spazmi engellemede etkili
olmustur; ancak etkisini daha ¢ok diiz kas iceren arter greftlerinde daha fazla
gostermistir. Damarlarin ICG degerlendirmesinde damar ¢ap1 6l¢iim sonuglarimizi
destekler bicimde BoNT gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla kalibrasyonu daha

yiiksek anastomoz goriintiileriyle karsilagilmistir.

Lazer Doppler akimdlger degerlendirmelerinde stres testi yapilan ratlarda
gruplar arasinda ikinci cerrrahi sirasinda Slgiilen anastomoz akimlari, ortalama
akim azalmasi goriilen kontrol arter grefti grubuna kiyasla BoNT + arter grefti ve
BoNT + ven grefti gruplarinda anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur (her iki
karsilastirma i¢in de p<0,01). Stres testi nedeniyle olusan anastomoz akimindaki
azalmalar gruplarin ayr1 ayr1 karsilastirmasinda benzer goriilmiisken; BONT ve
kontrol gruplarinin ikili karsilastirmasinda stres testi ile Doppler akisindaki azalma
kontrol grubunu olusturan anastomozlara kiyasla BoNT grubunu olusturan

anastomozlarda daha diisiik (p=0,030) bulunmustur. Ilk ve ikinci cerrahide dlciilen
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anastomoz akim degisimleri kontrol grubunu olusturan anastomozlarda ikinci
cerrahide  belirgin  degisiklik gostermezken; BONT grubunu olusturan

anastomozlarda 6nemli 6l¢iide artis gostermistir (p<0,001).

Kaslarin histopatolojik incelemesinde gruplarin ortalama histolojik
skorlarinin birbirinden anlamli derecede farkli olmadigi goériilmistiir (p=0,217).
Tiim skorlar ayr1 ayri incelendiginde “kas liflerinin ayrilmas: skoru” ven grefti +
BONT-A grubunda, arter grefti + BoNT-A grubuna (p<0.001), arter grefti + salin
grubuna (p<0.01) ve ven grefti +salin grubuna gore (p<0.001) belirgin olarak daha
az goriilmiistiir. “Interfasikiiler 5dem skoru” ven grefti + salin grubunda; ven grefti
+ BONT-A grubuna (p=0.035), arter grefti + salin grubuna (p=0.025) ve ven grefti
+ BONT-A grubuna gore (p<0.01) daha az goriilmiistiir. “Inflamatuar hiicre
sayisinda artis skoru” tiim ven grefti gruplarina goére arter grefti + salin grubunda
(p=0.011) ve arter grefti + BONT-A grubunda (p<0.01) daha diisiik bulunmustur.
Diger skorlamalarda ise gruplar arasi veya gruplar igerisinde belirgin farkliliklar

goriilmemistir (p>0.05).

Histopatolojik sonuglarin genel skorlar1 gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermemistir. Elmas ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢calismada BONT-
A’nm erken ve ge¢ donemde yol actig1 yapisal degisiklikler incelenmis; BONT-A
uygulandiktan 5 giin sonra bile miyofibrillerin organizasyonun bozuldugu, bazi
hiicre ¢ekirdeklerinin merkeze gog ettigi, kas liflerinin ayrigsmaya basladigi ve bazi
mitokondrilerin dejenere oldugunu belirtilmislerdir [213]. Caligmamizda Elmas ve
ark. [213] yaptig1 ¢alismadan farkli olarak tavsan yerine rat kullanilmistir ve EImas
ve ark. 2,5 U BoNT-A (Botox; Allergan, Inc., Irvine, Kaliforniya) uygulayarak
gordiikleri dejeneratif bulgulart 10 U BoNT-A (Botox; Allergan, Inc., Irvine,
Kaliforniya) uygulayarak yaptigimiz ¢caligmamizda daha erken gérmiis olmamiz

olasidir. Her ne kadar BONT-A gruplarina kiyasla kontrol gruplarinda hem primer
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trombiis hem de stres testiyle indiiklenen trombiis oranlarinin daha fazla olmasi
sebebiyle kontrol gruplarindaki dejeneratif skorlarin daha yiiksek olmasi beklense
de Billante ve ark. ¢alismasina [129] gore rat igin ¢ok yiiksek doz olarak belirlenen
10U BoNT-A’nin BoNT gruplarinda erken dénemde bile kastaki dejenerasyon
bulgularini olumsuz olarak etkilemis olabilecegini diisiinmekteyiz. BONT nin
neden oldugu dejenerasyona ragmen bolgedeki kan akiminin kontrol gruplarina
gore daha yiiksek olmasi Matic ve ark.larinin 2007 yilinda yaptigi ¢aligmanin
sonuglartyla uyumludur[213]. Bu calismada tavsan masseter kasina 25 {inite
botulinum toksin uygulamasi sonrasi 4. ve 8. haftalarda masseter kasi icindeki kan
akimini, kan hacmini, damar gegirgenligini ve glikoz alim hizin1 degerlendirmisler
ve tim bu parametrelerde artis oldugunu belirtmislerdir. BONT-A uygulama ve
degerlendirme arasinda gecen siire her ne kadar ¢aligmamizdaki siireye gore uzun
olsa da vaskiiler etkileri kisa siire igcerisinde baslayan BoNT nin 3. giinde dolasimi1
arttirmis olabilecegi beklenen bir bulgudur. Aym1 zamanda makroskobik
incelemede sican arka bacak kaslarinda BoNT-A gruplarima gore iskemik
goriintiiniin eslik etmedigi 6dem goriinlimiiniin bu gruplarda artmis kan akimiyla

ilgili olabilecegi diisiintilmektedir.

Hem arterlerde hem de venlerde damar caplarinda artisa neden oldugu
bilinen perivaskiiler BONT-A uygulamas: denerve dokular olan vaskiiler greftler
tizerinde de olumlu etkilerini gosterebilir ve vaskiiler greftlerin c¢aplarinda artisa;
spazmojenenlere yanitlarinda azalmaya sebep olabilir. Sonu¢ olarak damar
greftleriyle olusturulmus anastomozda, anastomoz tamamlandiktan sonra
perivaskiiler alana yapilacak BoNT-A enjeksiyonlar1 postoperatif trombiis goriilme
thtimalinin en yiiksek oldugu ilk 3 giinde etkilidir ve basta vaskiiler spazm olmak
tizere vaskiiler komplikasyonlarin goriilme sikligin1 azaltarak mikrocerrahi

operasyonlarin revizyon oranlarini diigiirebilir.
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7. OZET

SICAN MODELINDE BOTULINUM-A TOKSINININ DAMAR GREFTI
ANASTOMOZUNDA VAZOSPAZM VE TROMBUS OLUSUMU UZERINE
ETKISI

Calismamiz, vaskiiler greftlerle olusturulmus bir anastomozda lokal BoNT-
A’nin uygulamasinin cerrahi sonrasi 3 giinlilk erken déonemde vaskiiler etkilerini
gostermek icin, BONT enjeksiyonlar1 uygulanan arter ve ven greftleri ve bunlarin

kontrol gruplar1 olmak iizere toplamda 4 grup 28 rat ile gergeklestirildi.

Anastomozlarin patensi, anstomozlarin kanlandirdig1 dokularin perfiizyonu
ve anastomozlarin spazmojenlere yanitlart hem makroskobik olarak hem de ICG
anjiyograji ve Lazer Doppler akimdlger gibi goriintiileme yontemleri kullanilarak
degerlendirildi. BONT-A’nin vaskiiler ¢apa etkisi ilk ve ikinci cerrahide yapilan
damar ¢ap1 Ol¢timleriyle analiz edildi ve toksinin ilk cerrahi sonrasi tromboze
olmayan anastomozlardaki akim Slgiimleri kaydedildi. Ayn1 zamanda anastomoz
acikliklar1 ve anastomozun kanlandirdigi eksremite kaslarinin dejenerasyon

bulgulart histolojik olarak incelendi.

Calisma sonuncunda BoNT uygulanan hem arter hem de ven greftlerinde
kontrol gruplarina kiyasla hem spontan gelismis, hem de stres testiyle olugturulmus
trombiis oranlarinin daha diisiik oldugu goriildii ancak bu farkliliklar istatiksel
olarak anlamli bulunmadi. Arter, ven ve damar grefti caplarinin BONT
uygulamasiyla arttigi; ancak en az vaskiiler cap artisinin damar grefti
segmentlerinde oldugu goriildii. ICG anjiyografi goriintiilemelerinde spazm testine
iskemik yanitin BoNT uygulamasiyla azaldigi, BONT uygulanan anastomozlarin 3
giinliik siire i¢inde akimlarinda artma ; stres yanitinda ise azalma egiliminde oldugu

goriildii. Genel histolojik dejenerasyon skorlari gruplar arasi anlamli farklilik
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gostermedi ve histolojik olarak tespit edilen tromboze anastomoz sayisi klinik

olarak tespit edilen tromboze anastomoz sayisina benzerdi.

Hem arterlerde hem de venlerde damar caplarinda artisa neden oldugu
bilinen perivaskiiler BONT-A uygulamasinin denerve dokular olan vaskiiler greftler
tizerinde de olumlu etkilerini gosterebildigi ve vaskiiler greftlerin caplarinda artisa;
spazmojenenlere yanitlarinda azalmaya sebep oldugu igin postoperatif donemde
trombiis goriilme ihtimalinin en yliksek oldugu ilk 3 giinde etkili olabilecegi ve
basta vaskiiler spazm olmak iizere vaskiiler komplikasyonlarin goriilme sikligini
azaltarak mikrocerrahi operasyonlarin revizyon oranlarini diisiirebilecegi sonucuna

varildi.

Anahar kelimeler: Vaskiiler greft, vazospazm, Botulinum
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8. SUMMARY

THE EFFECT OF BOTULINUM-A TOXIN ON VASOSPASM AND
THROMBUS FORMATION IN VASCULAR GRAFT ANASTOMOSIS IN
A RAT MODEL

Our study was conducted with 28 rats in 4 groups, including artery and vein
grafts to which BoNT injections were applied and their control groups, to show the
vascular effects of local BONT-A application in an anastomosis formed with

vascular grafts in the early 3-day postoperative period.

The patency of the anastomoses, the perfusion of the tissues supplied by the
anstomoses and the response of the anastomoses to spasmogenes were evaluated
both macroscopically and using imaging methods such as ICG angiography and
Laser Doppler flowmetry. The effect of BONT-A on the vascular diameter was
analyzed by vessel diameter measurements performed in the first and second
surgeries. It was investigated whether it had an effect on the flow in anastomoses
that were not thrombosed after the first surgery. At the same time, anastomosis gaps
and degeneration findings of extremity muscles supplied with blood by anastomosis

were examined histologically.

As a result of the study, it was observed that both spontaneous and stress
test-induced thrombus rates were lower in both artery and vein grafts applied with
BoNT compared to control groups, but these rates were not found to be statistically
different. It was observed that artery, vein and vein graft diameters increased with
BoNT application; however, the least vascular diameter increase was in the vascular
graft segments. In ICG angiography imaging, it was observed that ischemic
response to spasm test decreased with BoNT application, and anastomoses applied

with BoNT tended to increase their flow within 3 days and decrease in stress
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response. General histological degeneration scores did not show significant
difference between the groups, and the number of thrombosed anastomoses
detected histologically was similar to the number of thrombosed anastomoses

detected clinically.

It was concluded that perivascular BONT-A application, which is known to
cause an increase in vessel diameters in both arteries and veins, may also have
positive effects on vascular grafts, which are denervated tissues, and may be
effective in the first 3 days of the postoperative period, when the probability of
thrombus is highest, since it causes an increase in the diameters of vascular grafts
and a decrease in their response to spasmogens, and may reduce the revision rates
of microsurgical operations by reducing the frequency of vascular complications,

especially vascular spasm.

Key words: Vascular graft, vasospasm, Botulinum
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