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AMACG: Endojen bir nitrik oksit sentetaz inhibitor molekiilii olan asimetrik di-metil arjinin’ (ADMA) konsantrasyonu belli
spesifik durumlarda artmaktadir. ADMAwn sistemik iiretimi iskemi reperfiizyon hasarima ugramus hayvanlarda daha fazla-
dir. Bunun yanmnda nitrik oksit ve nitric oksit sentetaz, deri fleplerinin sag kaliminda olduk¢a onemlidir. Bu ¢calismanin amact
da artrms ADMA seviyesi ve deri flep yasayabilirligi arasindaki muhtemel iliskinin deneysel olarak incelenmesidir.

GEREC VE YONTEMLER: Calismada 26 adet eriskin Wistar sican kullanildi. Grup 1de abdominal flepler kaldirilds ve
tekrar yerine dikildi. Grup 2de ise siiperfisyal epigastrik damarlar bazli abdominal aksiyel flepler eleve edildi ve sonrasinda
vaskiiler pedikiil klemplenerek 8 saatlik sicak iskemi periyodu olusturuldu. Plazma ADMA seviyeleri preoperatif ve reperfiiz-
yon sonrast 4. saatte Olgiildii.

BULGULAR: Grup 1 ve grup 2de ortalama preoperatif ADMA seviyeleri 0,283 ve 0,301 olarak hesaplands. Postoperatif
ADMA seviyeleri ise sirastyla 0,296 ve 0,471 (umol/l) olarak bulundu. Postoperatif 10.giinde, ortalama flep nekroz alani grup
1de 2.6 %+ 3.0 ve grup 2de 44.4% * 10.7 olarak hesapland:. Preoperatif ADMA seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0.05) fakat postoperatif ADMA seviyeleri grup 2de istatistiksel olarak anlaml derecede yiiksekti (p<0.05).
Calisma grubunda, ADMA konsantrasyonu ve flep yasam arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski gozlendi (p<0.05).

SONUC: Bu bulgular, sican iskemi reperfiizyon flep modelinde plazma ADMA seviyeleri ile flep yasam: arasinda belirgin bir
baglant: oldugunu gostermistir. Sonuglar degerlendirildiginde, ADMAwn sistemik iiretiminin deri fleplerinde olusan reper-
fiizyon hasarimn derecesiyle iliskili oldugu diistiniilebilir. ADMA seviyesinin diistirtilmesi fleplerin veya kompozit transplant-
larin iskemi reperfiizyon hasarim azaltmada faydal olabilir. Bu nedenle, ADMA, flep veya transplantasyon cerrahisinde
terapotik hedef olarak kullamlabilecek onemli bir aday olabilir.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Nitric oxide is important for skin flap survival. Systemic production of endogenous nitric oxide synthase in-
hibitor molecule asymmetric di-methyl arginine’ (ADMA) is greater in animals having ischemia reperfusion injury. Aim of
this study was to evaluate possible correlation of elevated levels of ADMA with skin flap survival in an experimental model.

MATERIAL AND METHODS: 126 adult Wistar rats were used in study. In group I abdominal flaps were elevated and
sutured back. Abdominal axial flaps were elevated and subsequent 8 hours of warm ischemia period was created in group II.
Plasma ADMA levels were calculated preoperatively and after 4 hours of reperfusion.

RESULTS: Mean preoperative ADMA levels were calculated as 0,283 and 0,301 ymol/l in group 1 and group 2. Postoperative
ADMA levels were 0,296 and 0,471 pmol/l respectively. At postoperative 10th day, mean area of flep necrosis were found to be
as 2.6 %+ 3.0 and 44.4% + 10.7 in group 1 and group 2. Differences between preoperative ADMA levels were not statistically
significant (p>0.05) but postoperative ADMA levels were significantly higher in group II (p<0.05). Statistically significant
relationship was observed between concentration of ADMA and skin flap survival in study group (p<0.05).

CONCLUSION:There is significant correlation between ADMA levels and flap survival in rat ischemia/reperfusion flap
model. Systemic production of ADMA may be related with amount of reperfusion injury. Decreasing ADMA levels may be
beneficial to decrease ischemia reperfusion injury of flaps or composite transplants, thus, ADMA might be a therapeutic target

in reconstructive surgeries.

Keywords: Ischemia, reperfusion injury, surgical flap, asymmetric dimethyl arginine

GIRIS

Nitrik oksit, deneysel sartlara bagl olarak iskemi-reper-
fiizyon hasarini arttirabilir veya azaltabilir. Bu nedenle
doku transplantasyonunda greft veya flep fonksiyonuna
nitrik oksitin etkisi literatiirde tartigtlmigtir. Nitrik ok-
sitin vaskiiler ve immiin systemler iizerinde de komp-
leks etkileri mevcuttur (1-3). Iskemi reperfiizyon hasari,
zay1f fonksiyon gosteren dokularla sonuglanan birgok
mekanizmay1 barindiran bir stiregtir (1,4). Bu mekaniz-
malardan bir tanesi, nitrik oksit ve endotelin arasindaki
dengenin bozulmasina bagli olarak gelisen vazokons-
tritksiyondur (1). Gliniimiizde, endotelyal bir enzim
olan nitrik oksit sentetaz tarafindan iiretilen nitrik oksi-
tin deri fleplerinin dolagimu tizerinde kritik bir rol oyna-
dig1 iyi bilinen bir gergektir.

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) nitrik oksit senteta-
zin kuvvetli bir inhibitériidiir ve nitrik oksit seviyelerini
digiiriir (5). Akciger, bobrek, kalp miyokardiyumu veya
gastrik mukoza gibi degisik dokularin iskemik periyot-
lar1 sirasinda nitrik oksit eksikligi sonucu olusan en-
dotelyal disfonksiyon kritik bir noktadir (6-9). Artmuis
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ADMA seviyeleri diistik nitrik oksit sentezi ile iliskilidir
ve bozulmus endotel bagimli vazodilatasyon ile deger-
lendirilebilir (10).

Yayinlanmamis bir 6n ¢aligmada, deneysel bir iskemi
reperfiizyon flep modelinde, kontrol grubu ile kiyaslan-
diginda ADMA seviyesinin belirgin olarak yiikseldigini
belirlemistik. Bu bilgileri gozoniinde tutarak, bu ¢alis-
mada, plazma ADMA seviyesi ile flep yasayabilirligi ara-
sindaki muhtemel iliskiyi deneysel bir iskemi reperfiiz-
yon flep modelinde arastirmayi planladik.

GEREC VE YONTEMLER

Deney, ortalama viicut agirhgr 300 + 30 gr. olan 26 adet
erkek Wistar cinsi sican tizerinde uygulandi. Sicanlar sabit
oda sicakliginda (24 £1 0C) ayr1 ayr1 kafeslerde takip edildi.
Tiim sicanlar icin suya serbest ulagim saglandi ve 12 saatlik
1s1k/karanlik dongiisiinde normal sigan diyeti verildi. Hay-
van bakimi ve cerrahi prosediirler uluslararas: kurallar ve
politikalara uygun sekilde yapildi. Deney Ankara Egitim
Aragtirma Hastanesi etik kurul karari ile ayn1 hastanenin
deney hayvanlari laboratuvarinda gergeklestirildi.
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Deney Protokolii

Calismada daha 6nceden tanimlanmis olan bir flep iske-
mi-reperfiizyon modeli kullanildi (11). Siganlara ketamine
HCI 40 mg/kg (Ketalar, Parkee Davis) ve Xylazine HCI 10
mg/kg (Rompun, Bayer) karigiminin intramuskiiler en-
jeksiyonu ile anestezi uygulandi. Preoperatif ADMA sevi-
yelerini 6lgmek amacryla biyokimya 6rnekleri alindi. Tim
hayvanlarda, orta hat medial sinir olarak kabul edilecek
sekilde abdominal/kasik bolgesinde 3x6 cm.lik dikdértgen
deri flepleri ada flebi seklinde kaldirildi. Bu flep, siiperfisyal
epigastrik damarlar bazl aksiyel dolagim sekline sahip bir
fleptir. Tiim muskiiler dallar kesildi ve flep, tiim kan akimi
pedikiil tarafindan saglanacak sekilde ada flebi olarak kaldi-
rildi. Grup 1de (kontrol, n=10) abdominal flepler kaldirild:
ve iskemi yaratmadan yerine tekrar yerlestirildi (Resim 1).

Resim 1: Aksiyel dolagimli abdominal flebin sadece vaskii-
ler pedikiil saglam kalacak sekilde kaldirilmasi

e

Grup 2de (n=16) ise abdominal fleplerin elevasyonunu
takiben vaskiiler pedikiil klemplendi ve 8 saatlik bir sicak
iskemi periyodu olusturuldu (Resim 2).

Resim 2: Flep iskemisi olusturmak amaciyla mikrovaskii-

ler klempin yerlestirilmesi
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Total flep iskemisi olusturabilmek i¢in 2 mm.lik bir
mikrovaskiiler klemp arter ve ven fizerine yerlestiril-
di. Klempin giris noktas1 olan flebin inferolateral kismi1
disinda flebin geri kalani tekrar orijinal yerine dikildi.
Sekiz saatlik sicak iskemi periyodu sonrasinda, klemp
kaldirild: ve damarlarda kan akimi oldugunu gérmek
i¢in pedikiil cerrahi mikroskop altinda incelendi.

Vaskiiler spazmi ¢6zmek i¢in herhangi bir vazoaktif ¢6-
zelti kullanilmadi. Tim siganlar numaralandirildi ve 8
saatlik sicak iskemi siiresini takiben 4 saatlik bir reper-
fiizyon siiresi sonrasinda ADMA seviyelerinin 6lgtimii
i¢in plazma 6rnekleri alindi. Flepler giinliik olarak goz-
lemlendi ve postoperatif 10. giinde tiim flepler dijital
olarak fotograflandi. Fleplerin sag kalim/nekroz bolge-
leri ticari olarak elde edilebilen bir bilgisayar programi
(AutoCAD 2012) ile hesaplandi ve yiizde olarak ifade
edildi.

Biyokimyasal Analiz

Kan ornekleri, alindiktan hemen sonra ADMA &l-
¢imleri i¢in heparinize tiiplerde santrifiij edildi.
Plazma o6rnekleri kimyasal analize kadar -800Cde
saklandi. ADMA seviyelerinin 6l¢iimii i¢in floresans
tespiti icin ortofitaldehit kullanarak yiiksek perfor-
mansh sivi kromatografi (HPLC) kullanildi. Prose-
diir, Shimadzu Prominence HPLC System kullanila-
rak gergeklestirildi.

Istatistiksel Analiz

Tum bilgiler ortalama + standart sapma seklinde sunul-
du ve tablolarda aciklandi. Parametreler arasindaki li-
neer iliski Spearmen’s testi kullanilarak degerlendirildi.

BULGULAR

Deney grubunda ortalama postoperatif ADMA seviye-
si 0.471 £+ 0.177 (umol/1) (0.250 - 0.840 umol/l) olarak
ol¢tldii. Ortalama flep nekroz alani 10. giiniin sonunda
% 44.4 + 10.7 (% 28 - 64) olarak bulundu.

Post-hoc gii¢ analizi ¢alismanin % 94.7 (tip 2 hata 5.3)
giice sahip oldugunu gosterdi. ADMA konsantrasyonu
ile deri fleplerinin nekroz yiizdesi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir lineer iliski tespit edildi (Rho=0.672,
p<0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1: ADMA konsantrasyonu 6l¢timleri ve flep nekroz oranlarinin istatistiksel degerlendirmesi

Grup | N [|Ortalama| SD [Medyan| IQR |Minimum | Maksimum Per;;“t‘l P er;esnt'l P Giig
pre-op | kontrol | 10 0,283 | 0,051 | 0,283 0,07 0,197 0,345 0,254 | 0,324 0,445 |55,29%
(umol/1)
mann
galigma | 16 0,301 | 0,070 | 0,294 | 0,109 | 0,198 0,427 0,241 0,350 .
whitney u
Toplam | 26 0,294 | 0,063 | 0,289 | 0,097 | 0,197 0,427 0,245 0,342
post-op | kontrol | 10 0,296 | 0,054 | 0,296 | 0,109 | 0,220 0,376 0,245 0,354 0,004 75,5%
(umol/l) mann
galigma | 16 0,471 | 0,177 | 0,440 | 0,284 | 0,250 0,840 0,328 0,612 .
whitney u
Toplam | 26 0,403 | 0,166 | 0,355 | 0,176 | 0,220 0,840 0,294 | 0,470
Flep | kontrol [ 10 2,6 3,0 1,5 5,0 0,0 8,0 0,0 5,0 0,000 |100,0%
nekrozu mann
(%) |calsma| 16 | 444 | 107 | 440 | 155 | 280 64,0 360 | 515 ;
whitney u
Toplam | 26 28,3 22,4 32,0 45,0 0,0 64,0 4,0 49,0
TARTISMA tur (13-17). Deri fleplerinin dolagimini korumada nit-

Iskemi reperfiizyon (I/R) hasar1 degisik organ ve do-
kulardaki hiicre hasarinin en 6nemli nedeni olarak
diisiiniilmektedir (12). Deneysel bulgulara gére nitrik
oksit I/R hasarinin 6nemli bir bilesenidir. Iskemi reper-
fiizyon hasarinda doku fonksiyonunu etkileyen 6nemli
faktorlerden biri vazokonstriiksiyondur ve bu durum
genellikle nitric oksit ve endotelin arasindaki dengenin
bozulmasi sonucunda olusmaktadir (1,12).

Nitrik oksit (NO), amino asit dnciisii olan L-arjinin-
den nitrik oksit sentetaz (NOS) tarafindan sentezlenen
onemli bir vazoaktif mediatordiir (10). Endotelyal hiic-
reler stirekli bir gekilde nitrik oksit olustururlar. NO,
plazma lipoproteinlerinin oksidatif modifikasyonunu
engeller, monositlerin endotele adezyonunu azaltir,
vaskiiler diiz hiicrelerin ¢ogalmasini engeller ve ayni
zamanda trombosit aktivitesini baskilar (6).

Diger yandan, hiicresel metabolizmanin ve oksijen kul-
laniminin engellenmesi, elektrolit transportunun azal-
tilmas1 ve glukoz ve protein sentezinin engellenmesi
nitrik oksitin diger koruyucu etkilerindendir (12). Hem
nitrik oksit hem de nitrik oksit sentetazin deri ve flep
dokusunda bazal kan akimi ve deri fleplerinin sag kali-
mi i¢in 6nemli oldugunu gosteren bir¢ok yayin mevcut-
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rik oksit sentetaz tarafindan olusturulan nitrik oksitin
onemli bir rol oynadig1 deneysel olarak gosterilmistir
(13).

Asimetrik dimetil arjinin (ADMA), NOS aktivitesini
engelleyerek NO sentezini azaltan 6nemli bir endojen
maddedir. Boer ve arkadaslar1t ADMA konsantrasyon-
larindaki kiigiik degisikliklerin bile vaskiiler NO {ireti-
mini, vaskiiler tonusu ve sistemik vaskiiler direnci be-
lirgin sekilde etkiledigini belirtmislerdir (10). Bagka bir
calismada da artmis plazma ADMA konsantrasyonu-
nun ateroskleroz belirleyicileri ile pozitif olarak alakali
oldugu bulunmustur ve prospektif ¢aligmalarda akut
kardiovaskiiler olaylar i¢in 6n belirleyici olarak degerli
olabilecegi ifade edilmistir (5). Ek olarak, ADMAnin
intravaskiiler inflizyonunun lokal vazokonstriiksiyona
neden oldugu da belirtilmistir (5).

Ateroskleroz, serebral kii¢iik damar hastaliklari, gegici
iskemik ataklar ve serebral vazospazm gibi bazi patolo-
jik durumlar da ADMAnin yiiksek konsantrasyonlar:
ile alakalidir (18). ADMA seviyesinin artmasinin beyin
perfiizyonunu azalttig1 ve arteryal sertlikleri arttirdig1
da belirtilmistir (18). Stithlinger ve arkadaslari, doku
ADMA birikiminin reperfiizyon hasarinin anlaml bir

189



ASIMETRIK DIMETIL ARJINININ FLEP YASAMINA ETKISI /
EFFECT OF ASYMMETRIC DIMETHYL ARGININE ON FLAP SURVIVAL

belirleyicisi oldugunu ifade etmislerdir ve. ADMAnin
miyokardiyal reperfiizyon hasarinin tedavisinde potan-
siyel bir yeni hedef olabilecegi sonucuna varmiglardir
(7). Shibata ve arkadaslar1 ise artmigs ADMA seviyele-
rinin tibiilointerstisyal iskemiye neden olabilecegini
belirtmislerdir ve ADMAnin baskilanmasinin deneysel
diyabetik nefropati modelinde, tiibiilointerstisyal iske-
miyi ve sonrasinda olusacak bobrek hasarini azalttigini
bulmuslardir (19).

Baska bir ¢alismada, Zhang ve arkadaglari, ADMA ile te-
tiklenen gastrik hasar1 incelemislerdir ve ADMA seviye-
sinin artmasinin gastrik mukozal hastaliklarla ilgili ola-
rak bir klinik belirleyici olabilecegini belirtmislerdir (6).

Daha 6nce yapmis oldugumuz bir 6n ¢aligmada, biz de
benzer bir metodoloji kullanmis ve deneysel bir iskemi/
reperfiizyon flep modelinde plazma ADMA seviyesin-
deki degisiklikleri kantitatif olarak belirlemistik (20).

Bu calismada, plazma ADMA seviyesinin iskemi-re-
perfiizyon grubunda kontrol grubuna gore belirgin ola-
rak arttig1 tespit edildi. Ayni1 zamanda, flep sag kalimi
ve plazma ADMA seviyeleri arasinda da istatistiksel
olarak anlamli bir pozitif baglanti belirlendi. Bu sonug,
NO iiretiminin deri flebi sag kalim1 igin olan 6nemi ile
de uyumludur ve ADMAnin diger sistemlerin iskemi
reperfiizyon hasarlar iizerindeki tan1 koydurucu dege-
rini belirleyen ¢alismalar1 da desteklemektedir. Plazma
ADMA seviyesinin iskemi reperfiizyon hasari igin tek
belirleyici oldugu sonucunu ¢ikaramayiz ancak flep is-
kemi reperfiizyon hasar1 miktarini belirlemede tahmin
edici bir degeri olabilecegini soyleyebiliriz. Gelecekte
plazma ADMA seviyesini kontrol etmenin flep sag ka-
lim oranlari @izerine etkisi ile ilgili ¢calismalar planlana-
bilir ve ADMA, fleplerin iskemi reperfiizyon hasarini
azaltmak i¢in bir preoperatif hedef olarak kullanilabilir.
Sonug olarak, bu tarz ¢alismalarin sonuglari flep cerra-
hisi, replantasyonlar ve kompozit doku allotransplan-
tasyonlari ile ilgili yeni klinik ¢alismalara yon verebilir.
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