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Abstract

Mikrocerrahide hizli ilerlemeler olmasina ragmen vendz
mikroanastomoz alanindaki problemler hala devam etmektedir.
Serbest doku transferleri ve replantasyon komplikasyonlarinin
major nedeni vendz mikroanastomoz trombozudur. Eritropoietin,
eritroid progenitor ve endotelyal hicrelerin proliferasyonu ve
farklilagsmasindan sorumlu en dnemli hematopoietik dizenleyicidir.
Bu calismanin  amaci venéz mikroanastomoz alanindaki
komplikasyonlari gézlemlemek ve eritropoetinin buna karsi koruyucu
etkisini arastirmaktir. Yetmis sekiz adet Sprague- Dawley cinsi erkek
rat kontrol ve eritropoietin olarak iki gruba ayrildi; bu iki grup da 3., 5.
ve 7. giin olmak Uzere Ug¢ alt gruba ayrildi. Calisma modeli olarak rat
dorsal penil veni kullanildi. Tim eritropoietin gruplarina anastomoz
aninda ve her 48 saatte bir 150 IU/kg dozda eritropoietin uygulandi.
Vendz anastomoz sonrasi 3., 5. ve 7. giinlerde degerlendirilmek
Uzere penil ven anastomoz hatti ve kan érnekleri alindi. Her bir venéz
segmentin morfometrik analizi ayni arastirici tarafindan Clemex®
analiz programi ile yapilarak neointima ve media alanlari élgildi
ve neointima/media oranlari hesaplandi. 3., 5. ve 7. glnlerde tiim
ratlarin hematokrit degerleri élguldu. 3. ve 5. glnlerde eritropoietin
gruplarinda kontrol gruplarina gére intima/media oranlari anlamli
derecede daha duslk bulundu. 7. gln igin kontrol ve eritropoietin
gruplari arasinda anlamli fark bulunmadi. Hematokrit degerleri
icin 3., 5. ve 7. gunlerde kontrol ve eritropoietin gruplari arasinda
fark bulunmadi. Galismamiz rat dorsal penil veninde mikrovaskiler
anastomoz  sonrasi  eritropoietin  uygulamasinin  endotelyal
rejenerasyonu hizlandirarak intimal formasyonu ve trombis riskini
onemli derecede azalttigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: mikroven6z anastomoz, eritropoietin, endotel
iyilesme

Although microsurgery has rapid advanced, problems at the site
of venous microanastomosis still continue. Thrombosis of the venous
microanastomosis is the major reason for free tissue transfer and
replantation complications. Erythropoietin is a principal hematopoietic
regulator responsible for the proliferation and diferentiation of
erythroid progenitor cells and endothelial cells. Aim of this study
is to observe the complications of microvenous anastomosis line
and to investigate the protective effects of erythropoietin. Seventy
eight Sprague-Dawley rats were divided into two groups (Control
and Erythropoietin), and the groups were subdivided into three
groups (3", 5™ and 7™ days). Rat dorsal penil vein was the study
model. One-hundred-fifty IU/kg Erythropoietin was administrated via
subcutaneously instantly venous anastomosis and every 48 hours to
all Erythropoietin groups. Penil vein anastomosis line samples and
blood samples were taken for assesment at 3", 5" and 7""days, after
venous anastomosis. Morphometric analysis of each venous segment
was done with a Clemex analysis program by the same examiner.
Neointimal and medial areas were measured in each section and
the neointima/media ratio was calculated. Haematocrit values were
measured in all rats for 3, 5" and 7" days. The ratio of intima to
medial areas were significantly less in Erythropoietin groups for 3%
and 5" days compared to control groups for the same days. There
were no significant difference for the ratio of intima to medial areas
between the contol and erythropoietin groups for 7" day. There
were no significant difference for haematocrit levels between the
the control and erythropoietin groups at 3, 5" and 7" days. Our
study has shown that erythropoietin administration markedly reduced
intimal formation and risk of thrombosis with accelerated endothelial
regeneration after microvascular anastomosis in rat dorsal penil
vein.

Key words: microvenous anastomosis, erythropoietin, endothelial
healing

GiRis

Mikrovaskiler anastomoz kaginilmaz olarak damar duvari
endotel ve subendoteline zarar vermektedir. Subendotelin
acida cikmasi kan akimi sirasinda trombosit agregasyonuna
neden olur (1). Perflizyon sonrasi ilk 30 dakika igerisinde
anastomoz alani trombojenitesinin  maksimal oldugu
bilinmektedir (2). Kan akimi saglandiktan sonra ilk 5 dakika

icinde aciktaki subendotel sahasini fibrin agdi kaplamaya
baglar, 3. veya 4. glinde tamamlanir. 48. saatten sonra
endotelyal bliyime igne deliklerinde gérilmeye baslar, 72
saat sonra igne deliklerinin yaklagik % 47’sinde endotelyal
blyume goralir (3). Defekt alani kapatan yeni endotelyal
hiicreler (EH) normal endotelden orijin almaktadir (4). Bu
slrecteki endotel iyilesmesinin hizlandiriimasi trombozun
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onlenmesinde, dolayisiyla replantasyon, revaskularizasyon
ve flep cerrahisi basarisinda oldukga énemlidir.

Tromboz, mikrocerrahi operasyonlarindan sonra
anastomoz hattinda gorulebilecek en 6nemli komplikasyondur
ve en stk venlerde gorilmektedir. Serbest doku
aktarimlarindan sonra flep yetmezliklerinin major nedeni
venlere ait komplikasyonlardir (5, 6, 7, 8). Klinik uygulamada
sik karsilasilan bir sorun olmasi sebebiyle ¢alismada venéz
anastomoz modeli kullanildi.

Eritropoietin, primer olarak bdbreklerden salgilanir.
Dolagimdaki eritropoietin kemik iliginde eritrosit 6ncili
hicrelerin ¢ogalmasini ve eritroblastlara farklilagmasini
uyararak eritrositlerin  Gretimini  dizenler ve doku
oksijenlenmesinin kontrolinde rol alir (9). Eritropoietik
hiicreler ve endotel hiicreleri ‘hemangioblast’ adli ortak ana
hiicreden koken aldiklariigin (10) Eritropoietinin pozitif etkileri
eritropoietik sisteme oldugu kadar EH Uzerine de vardir (11,
12). Endotelyal hiicreler bir eritropoietin reseptoriine sahiptir.
Eritropoietin reseptérinln endotel hicrelerindeki varligi hem
in vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir (13). Eritropoietin
hem matir EH’ni etkiler, hem de kemik iliginden dolagima
gegcen EH onclleri sayisini artirmaktadir (10, 14). Bu
calisma, Eritropoietinin vendz anastomoz (izerine olasi pozitif
etkilerinin arastirilmasi amaciyla planlandi.

GEREG ve YONTEM
Calisma protokolii

Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi (SUDAM) hayvan etik kurulu'nun 15-12-2003
tarih ve 2003/60 no.lu izni ile galisma planlandi. Calisma,
agirliklarr 300- 380 g arasinda olan yetmis sekiz adet erkek
Sprague-Dawley cinsi erkek rat (izerinde yapildi. Deney
hayvanlarinin tamami standart fiziki sartlarin saglandigi
odalarda 12 saat karanlk, 12 saat aydinlikta ve 22+1 °C
sicaklikta ayri ayri kafeslerde tutuldu ve standart rat diyeti
ile beslendi. Ratlar kontrol ve eritropoietin olmak Uzere iki
gruba ayrildi. Bu gruplar da 3., 5. ve 7. glin olmak lzere 3
alt gruba ayrildi. Calisma modeli olarak rat dorsal penil ven
kullanildi. Kontrol gruplarina higbir tedavi uygulanmadi.
Tim eritropoietin gruplarina anastomoz aninda ve her 48
saatte bir 150 IU/kg dozda rekombinant insan eritropoietini
(rHUEPO) (Eprex® flakon 2000 IU, Santa Farma) subkutan
uygulandi. Anastomozdan sonra 3., 5. ve 7. glinlerde penil
ven anastomoz hatti ve kan ornekleri alindi. Her bir venoz
segmentin morfometrik analizi ayni arastirici tarafindan
Clemex® analiz programi ile yapildi. Bu programla her bir
segmentin neointima ve media alanlari 6l¢lldi ve neointima/
media (i/M) oranlari hesaplandi. Ayrica 3., 5. ve 7. giinlerde
tim ratlarin hematokrit degerleri élgildu. Tim cerrahi islem
ve anastomozlar ayni cerrah tarafindan yapildi.

Cerrahi teknik

Tum deney hayvanlarinda 35 mg/kg ketamin hidroklortir
(Ketalar® 50 mg/ml flakon, Pfizer) ve 5 mg/kg xylazine
(Ronpun® flk, Bayer) intramuskiler uygulanarak anestezi
saglandi. Karin ve pubis bdlgesi tras edilerek sirtlistl
pozisyonda operasyon masasina tesbit edildiler. %10’luk
betadine antiseptik solisyon kullanilarak deri antisepsisi
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saglandi. Tek parmakla penis dorsali lizerine hafifce basing
uygulayarak dorsal penil ven topografik olarak tespit edildi. 15
numarali bistiri ile pubis tzerinde yaklasik 1,5 cm transvers
insizyonla cilt ve cilt alti acildi. Olusan superior ve inferior
cilt flepleri 5/0 ipek sitiirla karin ve penil cilde tutturularak
iyi bir calisma alani ve gériinim sadlandi. Insizyon
derinlestirilerek subcutis ve gevsek areolar doku gegildi.
Operasyon mikroskobu (Carl Zeiss OPMI 9-FC, Germany)
altinda mikropenset (Medicon CN: 07.64.74, Germany) ve
mikrodiseksiyon makasiyla (Medicon CN: 05.15.81, Germany)
Buck’s fasyasi keskin diseksiyonla agilarak penil ven ekspoze
edildi. Dorsal penil ven birlikte seyrettigi sinirlerle bulundugu
oluktan kiint diseksiyonla ayrildi. Sonra sinirler korunarak
sinirlerden de kint diseksiyonla ayrilarak aproksimator
yerlestirilecek sekilde ortaya konuldu. Penil dorsal ven
cergeveli double Acland aproksimatorli mikroklemp (S&T,
ABB-1-00408V, Switzerland) ile klempe edildi. Ven damar
aksina vertikal olarak kesilerek % 0,5 heparin (Nevparin®
5000 IU/ml flakon- Mustafa Nevzat) solliisyonu ile damar
[imeni temizlendi. Damar spazmini ve kollapsini engellemek
icin % 25'lik bupivakaine (Markaine® flakon- AstraZeneca
) ve tromblsi engellemek icin % 0,5 heparin (Nevparin®
50001U/ml flakon- Mustafa Nevzat) lokal olarak anastomoz
hattina uygulandi. Mikrodiseksiyon makasi ve mikro-penset
kullanilarak anastomoz hattindaki adventisya uzaklastirildi.
10/0- 70y yuvarlak igneli polyamid monoflament (Dafilon®-
Braun) sutir kullanilarak standart triangllasyon teknigine
uygun 6 veya 8 slturle anastomoz tamamlandi. Aproksimatér
eski pozisyonuna getirilerek mikroklempleri énce proksimal
sonra distal olmak uzere agildi. Minimal anastomoz kagag!
oldugu durumlarda izotonik ile i1slatiimis tampon uygulanarak
hemostaz saglandi. Anastomoz hattinin hemen cilt altinda
kalmasini engellemek amaciyla gevsek areolar doku sutire
edilerek cilt 5/0 ipekle kapatildi. Ortalama cerrahi siiresi
20 dakika olarak tespit edildi (16-24 dk). Anastomozdan
25 dakika sonra sagma (patency) testi ile anastomoz
acikliklarr degerlendirildi. Bu sekilde tam cerrahi stresi
ortalama 50 dakika olarak degerlendirildi. Higbir reolojik ajan
kullaniimadi. Anastomoz hattini iceren 2 mm. uzunlugunda
penil ven drnekleri alindi. Ornekler alindiktan sonra ratlarin
yasamlari sonlandirildi. Cerrahi maniptlasyon farkhliklarini
ortadan kaldirmak icin bitin anastomozlar ve numune alinma
islemleri ayni cerrah tarafindan yapildi.

Makroskopik Degerlendirme

Ratlar 3., 5. ve 7. ginlerde yasamlari sonlandiriimadan
once anastomoz alanlari sagma testi ile acikliklari ve
tromboz yoninden degerlendirildi. Tromboze venler histolojik
degerlendirmeye alinmadi ve yeni ratlar ilave edildi.

Histolojik Analiz

Alinan doku ornekleri % 10'luk formaldehid ile tesbit edildikten
sonra ototeknikon cihazi ile doku takibine alindi. 24 saat sonra doku
ornekleri vertikal olarak parafin bloklara gémdildu. Mikrotom ile 5um
kesitler alinarak 6nce Hematoksilen Eozin, daha sonra da
Van Gieson’s boyalari ile boyandi. Boyanan preparatlar
Nikon Eclipse E400 1sik mikroskopu ile incelendi ve 1sik
mikroskobuna baglh Nikon Coolpix5000 digital fotograf



Ozkan ve ark.

Sekil 1. Kontrol grubu 7. giline ait histolojik
goriiniim. ileri derecede intima hiperplazisi
oldugu goériilmektedir. i: intima, M: media, L:
Iiimen, S: sitiir. HE, 40x

makinesi ile ayni blylitmelerde gérintilendi. Tim fotograflar
bilgisayar ortamina aktarildi (Sekil 1, 2, 3). Burada Clemex
Vision Lite 3,5® gorintli analizi sistemi ile intima ve media
alanlarinin birbirine oranlari hesaplandi. Galismada her bir
vendz segmentin morfometrik inceleme ve degerlendirmeleri
ayni patolog tarafindan gerceklestirildi.

Istatistiksel analiz

SPSS 12.0® istatistik programinda gruplar arasi farklar Mann
Whitney testi ile, grup ici farklar Wilcoxon Signed Ranks testi ile
degerlendirildi. P<0,05 degerleri anlamli kabul edildi.

Sekil 3. Anastomoz hattinda tromboz. Trombozun
endotel biitiinligiini bozduguna dikkat ediniz. I:
intima, M: media, T: tromboz. HE, 40x
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Sekil 2. Eritropoietin grubu 5. gline ait histolojik
goériiniim. intima hiperplazinin baskilandigi media
tabakasinin daha baskin oldugu goériilmektedir.
i: intima, M: media, L: liimen, S: siitiir. HE, 40x

BULGULAR

Eritropoietin alt gruplarinda tromboz gérilmezken, kontrol
grubunda 2 adet tromboz gbézlendi. Histolojik analizde,
neointima ve media oranlari 3. ve 5. glinler i¢gin eritropoietin
gruplarinda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli
derecede diisik bulundu (p<0.05). 7. giin igin her iki grup
arasinda fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4).

Kontrol ve eritropoietin gruplari arasinda tim ginler igin
hematokrit degerlerinde anlamli fark bulunmadi (p>0.05). Her
iki grubun alt gruplari arasinda da anlaml fark bulunamadi
(p>0.05) (Sekil 5).

TARTISMA

Tromboz, mikrocerrahi operasyonlarindan sonra
anastomoz hattinda gorulebilecek en 6nemli komplikasyondur
ve en sik olarak venlerde gorilmektedir. Serbest doku
aktarimlarindan sonra flep yetmezliklerinin major nedeni
venlere ait komplikasyonlardir (5, 6, 7, 8). Klinik uygulamada
sik karsilasilan bir sorun olmasi sebebiyle ¢alismada venéz
anastomoz modeli kullanildi. Kas tabakasinin az olmasi,
venin kollabe olmasina yol agarak anastomoz sirasinda
teknik zorluga ve sonrasinda da tromboz olusumuna neden
olabilmektedir. 990 serbest doku aktarimini iceren bir
calismada genel tromboz orani % 5.1 olarak bulunmus, bu
trombozlardan % 54’tinln vendz tromboz oldugu gordimustar
(15). Bizim c¢alismamizda kontrol grubunda goérilen 2
tromboz (% 5) bu calismayla uyumludur. Eritropoietin
grubunda tromboz go6rilmemesi, eritropoietinin iyilesmeye
olan katkisiyla trombozu azalttigini disindirmektedir.

Damar duvarinin hasara primer cevabl ve iyilesme
slrecinin bir parcasi olan vaskiler intima hiperplazisi kiglk
damarlarda tromboz ve restenoza neden olabilmektedir (16).
‘Endotel iyilesmesinin hizli olmasinin intimal hiperplaziyle
birlikte trombis olusumunu da azalttigina’ dair birgok ¢alisma
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Sekil 4. Hematokrit degerlerinin gruplara gore
grafik dagilimi. Kontrol ve eritropoietin gruplari
arasinda hematokrit degerleri arasinda anlamh
fark bulunmadi (p<0,05).

yapiimistir (17, 18, 19). Sonug reendotelizasyon ile intimal
hiperplazi arasinda ters bir orantinin oldugunu géstermektedir.
Yani reendotelizasyon ne kadar gecikirse inhibisyon olmadigi
icin intimal hiperplazi de o oranda fazla olmaktadir (17, 18).
Bu bilgiden yola ¢ikilarak reendotelizasyon (lizerine yapilan
¢ogu calismada intima ve media tabakalarinin morfometrik
olarak alan 6lciimleri yapilarak intima/media (I/M) orani
hesaplanmis ve bu oran reendotelizasyonun gostergesi
olarak kabul edilmistir (17, 18, 19, 20, 21). I/M oranlarinin
diisik olmasi iyilesme lehine bulunmustur (18). Bundan
dolayr calismada reendotelizasyonun gostergesi olarak
histomorfometrik intima/media alan oranlarinin dlgilmesi
yeterli bulundu.

Farmakokinetik  ¢alismalar  subkutan injeksiyondan
sonra kan eritropoietin diizeyinin intraven6z uygulamadaki
dizeyden rolatif olarak daha diisik oldugunu ve 48 saat
boyunca diisik serum seviyesinin devam ettigini gostermistir.
Bu etki eritropoietinin subkutan absorbsiyonunun yavas
olmasindan dolayidir (22). Subkutan enjeksiyondan sonra
serum eritropoietin konsantrasyon degerlerinin uzun sireli
stabil kalmasindan dolayi injeksiyonun her 48 saatte bir
yapilmasi daha uygundur (22, 23). Bu nedenle calismada
eritropoietin dozlari 48 saat ara ile uygulandi. Standart 150
IU/kg dozunda yaklasik 50 saat siireyle plazma eritropoietin
degderleri 10 IU/L dzerinde bulunmustur (24).

Ratlar Uzerinde kisa sureli eritropoietin kullaniminin
hemotokrit dederlerinde ¢alisma ve kontrol gruplari arasinda
istatistiki bir fark yapmadi§i, uzun donem eritropoietin
kullaniminda ise anlamli fark oldugu gdzlenmistir (25). Ayni
calismada 150 IU/kg doz uygulan grupta yine anlamli fark
bulunamamistir. Biz de calismamizda eritropoietini disik
dozda 150 IU/kg subkiitan uyguladik. Martino ve ark. haftada
3 kez 100 ile 300 IU/kg dozunda eritropoietin tedavisi alan
173 hasta izerinde galismislar ve eritropoietin tedavisi
ile trombls insidansinda artma olmadidini gdstermislerdir
(26). Calismamizda eritropoietin grubunda kontrole gore
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Sekil 5. Endoteliyal iyilesmenin bir gostergesi
olarak intima/media oranlarinin gruplara gore
grafik dagilimi Kontrol ve eritropoietin gruplari
I/M degerlerinin karsilastiriimasi. Kontrol ve
eritropoietin gruplari arasinda 3. ve 5. giinler
arasinda anlamh fark bulundu (p<0,05). 7. giinde
anlamh fark bulunamadi (p>0,05).

hemoglobin degerlerinde artma gézlemledik ancak gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Literatirde, vaskller hasar sonrasi endotelizasyonun
genellikle 7 ile 14 gin arasinda tamamlandigi bildirilmektedir
(27, 28, 29). Calismada 7. glinde neointima ve media
oranlari arasinda anlamli farkin olmayisi, endotelizasyonun
tamamlanmak lizere oldugunun bir géstergesidir. Eritropoietin
bdylece anastomoz alaninin trombojenitesi igin kritik ddnem
olan ilk 5 gln icinde endotelizasyonu artirarak mikrocerrahide
serbest flep ya da replantin yasayabilirligini artirabilir.

Her ne kadar mikrovaskiler cerrahide basarinin
temelinde en dnemli roli teknigine uygun glvenli bir damar
anastomozunun vyapilmasi alsa da, anastomoz sonrasi
tibbi destek de bu basarinin devam ettiriimesinde dénem
arzetmektedir. Bu calismada eritropoietinin, anjiyogenik
aktivitesinden kaynaklanan bu olumlu etkisi sayesinde serbest
doku aktarimlarinda anastomoz hattindaki reendotelizasyonu
artirabilecegi  ve  olasi  trombotik  komplikasyonlari
azaltabilecegdi gdsterilmistir.
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