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OZET

RANDOM PATERNLIi DERIi FLEPLERININ YASAYABILIiRLiGINDE
TIMOKINONUN ETKIiSININ DENEYSEL OLARAK ARASTIRILMASI

Giris Ve Amag: Deri defektlerinin kapatilmasinda lokal flepler doku uyumu ve kolay
uygulanabilirligi nedeni ile siklikla tercih edilmektedir. Bu fleplerin 6zellikle random
beslenme paternli olanlarinda distal kisimda perfiizyon yetersizligine bagl gelisen nekroz
onemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu da tedavi siiresini uzatmakta ve ikincil
cerrahi girisimlere ihtiya¢ dogurmaktadir. Cerrahi geciktirme yontemleri ve ¢esitli
farmakolojik ajanlarla flep yasayabilirligini artirmaya yonelik ¢cok sayida ¢alismalar
yapilmistir ve degisik oranlarda basari elde edilmistir. Antioksidan ajanlarin serbest
radikalleri yok etmek yolu ile flep yasayabilirligini arttirdigi bilinmektedir.

Bu deneysel ¢alismanin amact antioksidan 6zelligi bilinen thymoquinonun random flep
yasayabilirligi tizerine olas1 etkilerini géstermek ve bu sayede bu fleplerin klinik kullanimini
arttirmaktir.

Materyal Ve Metod: Calismada agirliklar1 200-250 gram arasi degisen 24 adet Sprague
Dawley cinsi disi albino si¢an kullanildi. Kontrol, sham ve deney grubu olmak {izere rastgele
se¢ilmis 8’er sigandan olusan 3 grup olusturuldu. Siganlarda 3x9 cm.lik modifiye McFarlane
flep modeli kullanildi. Kontrol grubuna flep elevasyonu sonrasi 10 giin boyunca sadece yara
bakimi yapildi. Sham grubundaki siganlara post operatif donemde 10 giin boyunca
intraperitoneal DMSO soliisyonu, deney grubuna 10 giin boyunca intraperioteal thmoquinone
enjekte edildi. 10 giin sonra deney sonlandirilarak fleplerde alan 6l¢iimii i¢in fotograflama,
biyokimyasal inceleme i¢in serum ve doku, histopatolojik inceleme i¢in doku drnekleri alindi.
Fleplerde nekroz alanlari, inflamatuar hiicre, kollajen, fibroblast yogunlugu, anjiogenez,
serum ve doku total antioksidan kapasite ve lipid peroksidasyon yikim {iriin olan MDA diizey
Olciimleri yapildi.

Bulgular: Calisma verileri degerlendirilirken biyokimyasal veriler ve alan 6l¢timlerinin
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi ve Mann Whitney U testi, histopatolojik degerlerin
karsilagtirilmasinda Fisher Freeman Halton Exact test kullanildi. Deney grubunda nekroz
alanlarinda diger gruplara gore anlamli derecede azalma tespit edildi. Biyokimyasal
incelemelerde serum ve doku orneklerinde total antioksidan kapasitede anlamli artis ve MDA
diizeylerinde anlamli azalma tespit edildi. Histopatolojik incelemelerde inflamatuar hiicre
diizeyinde, firoblast olusumunda, anjiogenezde gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.
Deney grubunda kollajen yogunlugu daha fazla ve kollajen yapisinin daha diizenli oldugu
gortldii.

Sonu¢:Thmoquinonun antioksidan etkinlik gostererek flep yasayabilirligini arttirdigi ve
anlamli antiinflamatuar, anjiogenetik etki gdstermemekle birlikte yara iyilesmesine olumlu
katki sagladig1 calismamizda gosterilmistir. Thymoquinon’un gelecekte klinikte yiikse riskli
vakalarda distal flep nekrozunu azaltma amagli kullanilabilecegini diisinmekteyiz.



ABSTRACT

Introduction : Local flaps are frequently preferred in the closure of skin defects due to
better tissue compatibility and ease of application, However, tissue necrosis in distal portions
of the flaps caused by insufficient vascular perfusion, especially in random patterned flaps, is
still a major drawback. It may increase the duration of treatment and cause the need for
secondary surgeries. Many clinical and experimental studies, including surgical delay
methods and various pharmacological agents, have been carried out to improve the viabilty of
skin flaps, with various success degrees. Antioxidants are known to increase flap viabilty by
destroying free radicals.

The purpose of this study is to demonstrate the potential effects of thymoquinone, a well
known antantioxidant agent, on random flap viability and thus to improve the clinical use of
these flaps.

Material and Methods: In this study, 24 Sprague Dawley female albino rats weighing
between 200-250 grams were used. Three groups consisting of randomly selected 8 rats were
formed, as study, sham and control groups. Modified McFarlane flap model sized 3x9 cm.
was used. In control group, only local wound care was carried out for ten days after flap
elevation. In sham group, daily intraperitoneal DMSO solution was enjected in the post
operative 10 day period. In the study group thymoquinone and DMSO solution were injected
intaperioneally together. 10 days later, the study was terminated and flaps were photographed
for necrotic area measurements, tissue and blood samples were taken out for biochemical and
histopathological studies. In biochemical studies, tissue and serum total antioxidant capacity
and MDA levels were measured, as a degradation product of lipid peroxidation.
Histopathological studies included inflammatory cell infilration, collagen, fibroblasts
formation and, angiogenesis.

Results: Data from the necrotic area measurements and biochemical analysis were evaluated
with Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney U test. Fisher Freeman Halton Exact test was
used for comparison of histopathological analysis results. There were significant decrease in
the necrotic areas of flaps in the study group. Serum and tissue antioxidant levels were
significantly high and MDA levels were significantly low. Histopathological examination
showed no significant difference in infammatory cell infiltration, fibroblast formation or
anjiogenesis between the groups. However collagen density in the study group were found to
be more than the other groups and the structure was betterly formed.

Conclusion: Thmoquinone increases the flap viability due to its antioxidant properties and
it has a positive contribution on wound healing although it has no significant anti-
inflammatory or anjiogenetic activity. In the future, we think that it can be clinically useful
for preventing distal flap necrosis in patients with high risk.



1.GIRIS VE AMAC

Random paternli cilt flepleri kolay uygulanabilirligi nedeni ile cilt defektlerinin lokal
dokular ile kapatilmasinda sikg¢a kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle uzun deri flepleri
kaldirilirken distal flep nekrozu 6nemli bir problem olarak karsimiza ¢ikmakta ve bu nedenle
belirli bir en-boy oranina sadik kalinarak kaldirilmasi gerekmektedir . Bu da random paternli
fleplerin klinik kullanimini kisitlamaktadir. Random fleplerin yasayabilirligini artirmak i¢in
bir¢ok deneysel ve klinik ¢calisma yapilmistir.

Thymokinon; Nigella Sativa bitkisinden elde edilen anti-oksidan, anti- inflamatuar,
antikanserojen etkileri gosterilmis bir maddedir *. Anti-oksidan etkisi nedeni ile daha 6nce kas
fleplerinde iskemi reperfiizyon hasarma yénelik pozitif etkisi gosterilmis® olan maddenin
random fleplere etkisi lizerine yapilmis ¢calisma bulunmamaktadir. Bu deneysel ¢calismanin
amaci thymokinon maddesinin random cilt fleplerinin sag kaliminda olas1 olumlu etkisini
gostermek ve bu sayede bu fleplerin klinik kullanimini artirmaktir.

2.GENEL BiLGILER

2.1.Flep Tanim

Flep, doku defektlerinin onarimi amaglt viicudun ¢esitli bélgelerlinden hazirlanabilen,
kendine ait besleyici arter ve veni bulunan cilt, ciltalti, fasya, kas, kemik dokularini tek basina
ya da kompozit olarak i¢erebilen doku pargasidir. Flebin alindig1 bolgeye verici (dondr),
flebin nakledildigi alana alic1 alan ad1 verilir. Flebi besleyen damarlara pedikiil adi verilir.
Flepler, kendilerine ait besleyici damarlar1 bulunmasi nedeniyle genel olarak kanlanmasi
yetersiz olan defekt alanlarina(deperioste kemik, perikondriumsuz kikirdak) nakledilmekle
beraber kas, kemik, sinir gibi yapilarin transferine imkan sagladigi i¢in fonksiyonel
rekonstriiksiyon amaclanan durumlarda (total alt dudak defekti, fasyal paralizi) da tercih
edilmektedirler®*®
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2.2.Tarihce

Rekonstriiktif cerrahide fleplerin kullanimi1 M.O. 600 ‘lii yillara dayanmaktadar.
Sushruta Samshita adli Hint cerrahi kitabinda pedikiillii fleplerin burun defektlerinde
kullanimina ait ilk kayitlara rastlanmigtir®’. Gaspare Tagliacozzi 1597 yilinda ilk plastik
cerrahi kitabini yaymlamig ve bu kitapta iki agamali kol flebi ile burun defektlerinin onarimini
detaylar ile agiklamustir®. Kullanilan ilk flepler subdermal vaskiiler pleksus disinda herhangi
bir besleyici damar icermediginden bu giin random flepler olarak adlandirilmaktadir. Bu ilk
flepler daha ¢ok sekonder iyilesmenin zor ve problemli oldugu bas, boyun, alt ekstremite
bolgelerinde yogunlagmisti.

19. yy da Ingiliz cerrah Carpue alin flebinin burun rekonstriiksiyonunda kullanimini
yayinlayarak unutulmus olan teknigi yeniden popiilarize etmistir’.1818 de Von Grafe nin
Rhinoplastik isimli yayininda bu teknikler ilerletilmistir™.

1900 lii yillarin erken doneminde tubularize random fleplerin kullanimi 6n planda
olmustur. Bu dénemde yayinlanan, Gilles ve Filatov’a atfedilen makalelerde tubularize
fleplerin kullanim teknikleri anlatilmis, ayrica cerrahi geciktirme yonteminden de
bahsedilmistir. Carl Manchot 1889 da belirli damarlarla beslenen anatomik cilt bolgelerini
tanimlamigir™. Tansini 1906 da latissimus dorsi nin cilt adasini tammlamlstlrlz. Davis 1919
da aksiyel ve pedikiillii kas ve fasya fleplerinden, kompozit fleplerden bahsetmistir™.

1950 -70 yillar1 arasinda 6zellikle bas boyun bolgesinde bir¢ok flep tanimlanmigtir. Mc
Gregor ve Morgan 1972 de kasik flebini tanimlamistir. Kendine ait besleyici damari bulunan
flepleri “aksiyel flep”, diger flepleri “random flep” olarak tanimlamislardir. Mc Gregor’un
temporal flebi**, Bakamjian’in 1965 te deltopektoral flebi'® tanimlamasi bas boyun
tiimorlerinde eksizyon ile es zamanli onarim yaklasimlarinin gelismesine dnciiliik etmistir.
Kas flebinin osteomyelite bagli ektermite defektlerinde kullanimai ilk olarak Stark® tarafindan
tanimlanmis, Ger tarafindan popiilarize edilmistir'”.

1972°de Orticochea muskulokutandz perforan konseptini tanimlamistir™®. Bunu takiben
fleplerin tanimi, ekspansiyon, kas, kas deri fleplerinin kullanimina yonelik ¢aligmalar
yayginlagsmistir. Bu ¢aligmalar kaslarin anatomisi, rotasyon arklar1 {izerine yogunlasmas,
meme , govde, ekstremite, bas boyun rekonstiiksiyonunda kas kas deri fleplerinin kullanimina
katkida bulunrnustur7

1981°de Ponten septokutan perforanlarin cilt beslenmesine olan katkilarini g(istermis19
ve bundan yola ¢ikilarak fasyokutan flepler tanimlanmaistir.

1970 ‘lerin sonundan itibaren flep cerrahisi tekniklerinin hizla gelisimi ile birlikte
rekonstriiksiyon yaklasimlarinda da biiyiik degisiklikler olmustur. 1982°de tanimlanan
rekonstriiktif merdiven® yumusak doku onariminda en giivenli onarim ydnteminin se¢iminde
kullanigh olmaktaydi. Damarlarin kas, fasyokutan seviyeye dek izole edilebilmesi ve cerrahi
mikroskobun kullanima girmesiyle serbest doku nakilleri giindeme gelmis ve rekostriiktif
cerrahide yeni bir ¢ag agilmistir. Taylor, Buncke, Harii, Daniel ve digerleri onciiliigiinde
mikrovaskiiler serbest doku nakilleri gerceklestirilmistir
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Fasyokutan, muskulokutan vaskiiler zonlarin tanimlanmasi sayesinde doku genisletme
yontemleri ile flep boyutlarinin arttirilabilmesi ve dondr alanin primer kapatilmast miimkiin
olabilmistir. Yakin donemde perforator flep kavraminin tanimlanmasi ve gelisimi, “free style”
flep kavraminin, siipermikrocerrahi tekniklerinin gelismesi ile estetik ve fonksiyonel onarim
icin ihtiyaca en uygun dokunun uygun boyut ve kalinlikta minimal donér alan morbiditesi
yaratarak transfer edilebilmesi miimkiin olmustur.

Rekonstriiksiyon Merdiveni

Serbest flepler

Bolgesel flepler

Lokal flepler

Deri greftleri

Gecikmis primer onarim

Primer onarim

Sekonder iyilesme

Sekil 1:Rekonstriiksiyon merdiveni

1997 de rekonstriiktif iiggen kavrami tanimlanmistir®’.Bu kavram alic1 alanda uygun
sekil ve fonksiyonu saglamak i¢in, dondr alan morbiditesinden kaginarak ,gilivenlikten taviz
vermeyecek sekilde mikrocerrahi, transplantasyon, doku genisletme yontemlerinden birinin
tercih edilmesi prensibine dayanmaktadir.
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Flepler

o
%
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%

Guvenlik

Mikrocerrahi Doku genigletme

Sekil 2:Rekonstriiksiyon liggeni

Flep cerrahisinin gelisimi

M.6 600  Sushruta Sambhita Yiiz ve alinda lokal pedikiillii flepler

1597 Tagliacozzi Tubularize kol flebi ile nazal rekonstriiksiyon
1896 Tansini Meme rekonstruksiyonunda latissimus dorsi flebi
1920 Gillies Tubularize pedikiillii flep

1946 Stark Osteomyelit icin kas flebi

1955 Owens Bilesik boyun flebi

1963 Mc Gregor Temporal flep

1965 Bakamjian Deltopektoral flep

1971 Ger Alt ekstremite muskulokutan flep

1972 Mc Gregor ve Jackson Kasik flebi

1972 Orticochea Muskulokutan flepler

13



1977 McCraw ve ark Muskulokutan6z zonlar
1981 Mathes ve Nahai Kas fleplerinin vaskiiler anatomiye goresiniflandirilmasi

1981 Ponten Fasyokutan flepler

Tablo 1:Flep cerrahisinin tarihi gelisimi’

2.3.Derinin yapisi

Deri, ektodermden ve mezodermden kdken alip, epidermis, papiller dermis,retikiiler
dermis ve subkutan dokudan olusan 4 temel tabakadan olusur®’. Deri, insan viicut agirligmimn
yaklagik %16 sin1 olugturur. Derinin kalinlig1 anatomik bolgeye gore 1.5-4mm arasinda
degisim gosterir. Dermis ve epidermis gegis zonu diizensizdir ve papilla denen uzantilar
bulundurur. Dermiste bag dokusu elemanlari, sinirler, lenfatikler, pilosebase, erkin, apokrin
glandlar, kas iiniteleri bulunur®. Derinin temel kan akim1 hem yiizeyel hem derin vaskiiler
pleksuslar tarafindan saglanir. Derin vaskiiler pleksus(subdermal)retikiiler dermis ile subkutan
yag dokusu arasina yerlesikken, yiizeyel(dermal)vaskiiler pleksus papiller dermisin ylizeyel
dermal papilla kisminda ilerler. Epidermis daha yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir ve
stiperfisyal pleksustan difiizyon yolu ile beslenir. Dermal ve subdermal pleksus damarlari cilt
yiizeyine paralel olarak seyreder ve direkt kutandz damarlar, derin septokutan ve
muskulokutan arterlerden kan alir??
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Stratum corneum
Stratum lucidum
Stratum granulosum

Stratum spinosum

Siratum basale
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Sekil 3:Derinin yalp15122

2.4 Derinin kan dolasimi

Cilt kanlanmasinin temel kaynagi aortadan ¢ikan segmenter arterlerdir. Bu arterler fibroz
intermuskuler septalar izleyerek, bir kismi direkt deriye, bir kismi kaslarin i¢ine giden dallar
verirler. Deriyi besleyen damarlar Mathes ve Nahai tarafindan direkt kutandz, septokutanoz
ve muskulokutanéz damarlar olarak 3 gruba ayrilmistir®?,
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Type A: direct cutaneous

Sekil 4. Mathes Nahai siniflamasi®*

Nakajima cildi besleyen damarlari 6 gruba ayirmistir®:

Perforating cutaneous branch of muscular vessel (11}

Sepiocutaneous
Direct cutaneous (1) perforator (V)
Direct Musculocutaneous Direct
septocutaneous (Il)| Muscle perforator (V1) cutaneous branch of

24

Sekil 5:Nakajima siniflamasi
1.Direkt kutanoz damarlar
2.Direkt septokutanoz damar

16




3.Muskuler arterin perforan kutanéz dali
4 Muskuler arterin direkt kutandz dali
5.Septokutan perforator damar
6.Muskulokutan perforator damar

Viicudun belirli bir bolgesindeki deri ve yumusak dokular1 besleyen ana damarlarin her
biri Taylor tarafindan kaynak (source) arterler, kaynak arterler tarafindan beslenen her bir
bolge anjiozom olarak adlandirlmistir®’. Bu anjiozomlarin kanlanmas1 septokutan, direkt
kutandz ya da muskulokutandz kaynakli olabilir. Komsu anjiozomlar degisik seviyelerde
olusan anastomozlarla birbirine baglanmaktadir. Ian Taylor bu anastomozlar1 "choke"
anastomozlar olarak adlandirmistir. Ven6z dolagim da arteryel dolasima benzer sekilde
dagilim gostermektedir. Kan dolasiminin bu sekilde dagilimi sayesinde tek bir arter ve ven
pedikiilii tizerinde deri, kas, kemik gibi dokular1 barindiran kompozit fleplerin kaldirilmasina
olanak saglamaktadir.

Arterial

\ / | /
) G, L

\ -
. 1 e ‘_' '\ £ - i
Capiliary l—ﬂ’ :* F T

Venous

Sekil 6:Kapiller yatakta arteriovendz akim. Kii¢iik oklar “choke” anastomozlari
géstermektedir7.

17



2.5.Deri Fleplerinin Siniflandirilmasi

Flepler kanlanmalari, hareket yontemi ve doku iceriklerine gore {i¢ ayr1 kategoride
siniflandirilabilir®

1. Kanlanmasina gore flepler
A.Random flepler

Belirli bilinen bir besleyici damari olmadan dermal ve subdermal pleksustan beslenen
fleplerdir

B.Aksiyel flepler
Dolasimi ekseni boyunca seyreden damarlar ile saglanan fleplerdir.
2.Hareket sekline gore
A.Lokal flepler
e Rotasyon flepleri
e llerletme flepleri
e Interpolasyon flepleri
B.Uzak flepler
e Direkt
e Tubularize
e Serbest flepler
3.Igerdigi dokulara gore flepler
A .Kutan6z flepler
B.Fasyokutan flepler
C.Kas deri flepleri
D.Kas flepleri

E.Kompozit flepler
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Rotation flap

Rotation Inset
Design of V-Y flap V-Y flap advancement .
4 Sekil

Sekil 7:ilerletme ve rotasyon flebi’

2.6.Flep Fizyolojisi

Flepler kendi vaskiiler kaynagi ile birlikte tasinan dokulardir. Bu nedenle flebin
yasayabilirliginin saglanmasi i¢in flep dolasiminin anlasilabilmesi ve korunmasi
gerekmektedir. Viicuttaki diger dokularda oldugu gibi flepte de makrodolagim ve
mikrodolasim komponentleri mevcuttur. Flebin {izerinde kaldirildig1 ana arter ve ven flebin
makrodolasiminin kaynagini olusturur. Arteriol, kapiller, veniil ve arterivendz
anastomozlardan olusan mikrodolagim, hiicresel metabolizma icin gerekli besin, oksijen ,
karbondioksit ve atik maddelerin degis tokus yapilmasindan sorumludur ve flep
perfiizyonunun kontrolii biiyiik oranda burada gerceklesirzg.

Taylor, fleplerin kanlanmasinin deri ve diger dokularda devamlilik gosteren {i¢ boyutlu
bir damar ag1 ile saglandigini g(’jsterrnistir27. Damarlar viicudun bag dokusu ¢atisini takip
ederek ilerlerler. Derinin esas vaskiiler kaynag direkt kutanoz arterlerdir. Bunlarin yaninda
derin dokular1 besleyen arterlerin ug dallar1 olan ¢ok sayida kii¢iik damar deriyi indirekt
olarak beslemektedir. Derinin baslica gorevlerinden biri olan termoregiilasyon arterioler
seviyede diizenlenen kan akimindaki artis ve azalma ile saglanir. Sempatik uyar1 prekapiller
sfinkterlerin kapanmasina, kan akiminin kapiller yatagi by-pass ederek arteriyovenodz
anastomozlar araciligiyla gerceklesmesine neden olur. Bunun yaninda kan basinci gibi
sistemik faktorlerin, endotel, trombositler ve 16kositler gibi hiicresel faktorlerin de flep
dolasima iizerine etkileri mevcuttur.

Flep mikrodolagiminin etkinligi besleyici damara olan mesafe ile birebir iligkili oldugundan
belirli bir damar ekseninde kaldirilan aksiyel flepler daha giivenlidir. Random flepler ise
dermal veya subdermal pleksustan beslendiginden daha az giivenlidir ve sinirli bir en/ boy
orani(1/2-1/4) ile kaldirilmalidir.
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Flep perfiizyonunun diizenlenmesi lokal ve sistemik olmak {izere iki sistem iizerinden
gerceklesir. Sistemik diizenlemede noral ve humoral mekanizmalar rol oynamakla beraber
noral duzenleme daha baskindir. Noral diizenleme, sempatik lifler ve a-adrenerjik reseptorlere
bagli vazokonstriiksiyon ve B-adrenerjik reseptorlere bagli vazodilatasyon ile gerceklesir.
Arteriovendz anastomozlarda yerlesik serotonin reseptorleri de vazokonstriiksiyona neden
olmaktadir. Humoral diizenleme ise bir takim sistemik vazoaktif maddelerin spesifik
reseptorler iizerine etkisi ile gergeklesir. Bunlara 6rnek olarak vazokonstriiksiyona yol agan
a-adrenerjik reseptorler iizerine etki eden epinefrin ve norepinefrin, serotonin, Tx A, ve PG
F2a; vazodilatasyona yol acan PG E1, PG Iy(prostasiklin), histamin, bradikinin, LT C4 ve
LTD, verilebilir®.

Kan akiminin lokal kontrolii 6zellikle iskelet kas1 gibi metabolik hiz1 yiiksek dokularda
onemlidir. Derinin kan akimini etkileyen lokal faktorler i¢erisinde vazodilatasyona sebep
olan asidoz, hipoksi, hiperkapni, sayilabilir. Bir takim fiziksel faktorler de lokal kan akiminin
dUzenlenmesinde rol oynar. Artmis doku perfiizyon basinci, arteryel perfiizyon basincindan
bagimsiz sekilde, kapiller kan akimini sabit tutabilmek amaciyla “myojenik refleks”i
tetikleyerek vazokonstriiksiyona neden olabilir. Lokal hipotermi de benzer sekilde vaskiiler
diiz kas hiicreleri tizerine direk etki ederek vazokonstriikksiyona ve dolayisiyla lokal kan
akiminda azalmaya sebep olur.

Endotel, kan akiminin diizenlenmesinde hem kan hucreleri ve trombositler iizerine olan
etkileri hem de direkt vazoaktif madde salinimi araciligiyla 6nemli bir rol 0ynamaktad1r3o.

Flep kaldirma islemi, doku perflizyon dengesini bozarak ciddi degisikliklere neden olur.
Ani sempatik innervasyonun kaybi1 vazokonstriiksiyon mekanizmalarinin aktiflenmesi ile
sonuglanir. Flebe giren damar sayisinda ani azalma perfiizyon basincinda diismeye, bu da
flebin periferik kisimlarinda akut iskemiye neden olur. Flebin kaldirilmasini takip eden 24
saat i¢ginde mikrodolasim diizeyinde meydana gelecek degisiklikler bu iskemik bodlgelerin ne
kadarinin hayatta kalacagini belirler. Sonucu belirleyen ana faktorler flebin kaldirilmasinm
takiben olan hemodinamik, anatomik ve metabolik degisikliklerdir. Akut donemde flep
periferinde gelisen iskemi hem alic1 alandaki inoskiilasyon ve neovaskiilarizasyon ile hem de
gelen kan akiminin artisi ile zaman iginde ortadan kalkacaktir®®

2.6.1.Flep kaldirilmasi sonrasinda flepte meydana gelen degisiklikler

a)Anatomik degisiklikler

Cerrahi travmanin yarattig1 inflamatuar yanit sonucu flepte damar sayisi artar, transvers
yerlesimli damarlar arasinda varolan anastomozlarda dilatasyonlar olur. Bu siire¢ yaklagik 2-
3 hafta devam eder.4- 5 giin sonra komsu dokulardan ilerleyen yeni damarlar ile flep
damarlar1 arasinda baglantilar olusur.Akut donemde salinan katekolaminler 30 saat igerisinde
ortadan kaybolurlar. Tekrar ortaya ¢cikmalari yaklagik 4- 8 hafta sonra reinnervasyonun
gelismesi birlikte olur®?,
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b)Metabolik degisiklikler

Flebin u¢ kisimlarma ilerledikge lokal oksijen, ATP ve glukoz diizeyi hizla diiser.
Glukoz tiikketimi ilk 3 giin en yiiksek diizeyde olur. 7. Giin sonunda normale iner. Laktat
sentezi artar. cAMP diizeyi akut donemde diiserken 12 saat sonra canli kisimlarda artar.
Arasidonik asit metabolizmas1 ve trombosit agregasyonunda bozuklular meydana gelir ve ilk
24 saatte fibrinolitik aktivite belirgin olarak azalir™>%®,

c)Hemodinamik degisiklikler

Flep pedikiilinde kan akim1 % 100 iken ilk giin flep distalinde % 18 e diiser. 1. Haftada %
65 ikinci hafta % 75-90a ¢ikar. Yaklasik 1 ay i¢inde normal kan akim diizeyine ulasir. Flebin
kaldirilmasini takip eden ilk 12-18 saat siiresince ilerleyen sempatik vazokonstriktorlerin
desarj1, 16kosit aracili endotel hasari, ve perfiizyon basincinda diisme nedeni ile ozellikle
distal kisimlarda iskemi olur. Norotransmitterlerin 12 -24 saatte ortaya ¢ikmasi ve 2-3. glinde
flep yatagindan inoskulasyon gelismesi ile perfiizyon goreceli olarak diizelir. U¢ kisimlardaki
iskeminin 6-12 saat siirmesi halinde akimin geri donmesi reperfiizyon hasarina ve doku
nekrozuna yol acar. Fleplerde nekrozun distalde gelismesinin nedeni kaldirildiktan sonra
flepte doku perfiizyon basincinin distalde en diisiik olmasidir®>?,

Flep distalinde hipoksi sonucu aerobik metabolizma anaerobik metabolizmaya donerek
stiperoksit radikallerin sentezi ile sonuglanir. Eslesmemis elektron tagiyan ve diger biyolojik
molekiillerle reaksiyona girme egilimi tasiyan atom ve molekiillere serbest radikal ad1
verilmektedir®*. Bu molekiiller, kararsiz, kimyasal olarak kararli hale gelebilmek igin elektron
almaya ihtiya¢ duyan ve diger molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren molekiillerdir. Bir
molekiille karsilastiginda onun elektronu ile etkileserek okside eder ve bu molekiiliin
kendisini de bir serbest radikal haline doniistiiriir. Bu sekilde birbirini takip eden zincirleme
reaksiyonlar hiicre hasari ile sonuc;lan1r35. Bu molekiiller hiicrenin lipit, DNA, karbonhidrat,
protein gibi biitiin onemli elemanlarinin yapilarinda bozulmaya neden olurlar. Serbest
radikallerin yogunluklari siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyonun antioksidan aktiviteleri
ile diizenlenirler®®*’,

Flepte iskemi reperfiizyon hasarina bagl serbest radikal olusuma neden olan birkag
mekanizmadan s6z edilmistir38.

1.Ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi

Uzayan iskemide ATP hipoksantine metabolize olur, buna eszamanli olarak sitozolik
kalsiyum artis1 bir sitozolik proteaz1 aktifleyerek ksantin dehidrogenazi ksantin oksidaza
doniistiirtir. Reperflizyon esnasinda ksantin oksidaz hipoksantin varliginda molekiiler oksijeni
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stiperokside doniistiiriir. Anstabil sliperoksit hidrojen peroksit olusturur ve hidrojen peroksit
ile Fenton reaksiyonu yoluyla etkileserek giiclii sitotoksik hidroksil radikali olusturur.
Sicanlarda yapilan deneysel ¢alismalarda hipoksantin/ksantin enzim sisteminin oksijen
radikallerinin temel kaynaklarindan biri oldugu gosterilmisse de insan deri ve kas dokusunda
ana oksiradikal kaynagi olmadig gosterilmistir*.

Tissue ischemia
(ATP catabolism)

ATF

—

AMP

Hanthine
dehydrogenase

Adenosine
Biological damage
| Protease {by superoxides
and derivatives)
Inosine H,0, .OH

0

P 7NN

Hypoxanthine + 3 —* | Tissue damage | —* RO;
o / Superoxide ‘ g ‘
0 \4 /‘ \ /
Fram reperfusion 10, ROOH

Sekil 8. Ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi®®

2.Notrofilik nikotinamid difosfat (NADPH) ve Myeloperoksidaz(MPO) enzim
sitemi

Notrofillerin NADPH oksidaz araciligi ile biiylik miktarda stiperoksit tirettigi
gosterilmistir. Notrofillere 6zgii ve bolca bulunan myeloperoksidaz hidrojen peroksidin
sitotoksik olan hipokloroz aside doniigiimiinii katalize eder. Notrofil endotel adezyon
molekiillerine kars1 gelistirilen monoklonal antikorla uygulanan tedavilerin deneysel
caligmalarda sigan deri , tavsan kulagi, domuz muskulokutan fleplerde iskemi reperfiizyon

hasarini azalttig gosterilmistir®>*404,

3.Intraselliiler Kalsiyum yiiklenmesi
Uzamis iskemide mitokondrial ATP sentezi durur, glikoliz olur ve sonugta hiicre ici ATP

yikimi, laktat ve intraselliiler H birikimi ile intraselliiler asidoz olur. Bunu kompanse etmek
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icin NA/H pompasi aktive olur ve hiicre i¢ine Na girisi, hiicre disina H atilmasina yol
acar.Intraselliiler Na artis1 Na/Ca pompasini aktive eder ve hiicre i¢i Ca artis1 olur. Bu siirecin
tekrarlamas1 halinde hiicre i¢inde kalsiyum yiiklenmesi olur , bu da mitokondrial membran

- . 38,42,43,44
depolarizasyonuna ve hiicre nekrozuna yol agar .

( Ischami |
e
k !
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Inracelular acidosis
F

|
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Ikl-'_mruslm of H* and infle of Ma* 10 sl inramluhrpH]
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Activation of Na*/Ca* exchanger
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Intracellular Cat* overload ]

|

f Opening of mitochondrial parmeability pores ]

!

i
ILDepohrI:arhm of milechondria and impaiing ATP 531'#:&51-5]

[ Mecrosis (cell death)

Sekil 9.Hiicre i¢i kalsiyum yiiklenrnesi?’8

4.“No reflow” fenomeni

Iskemiye sekonder endotel ve parankimal hiicrelerde sisme, kapiller liimen daralmast,
kan hiicrelerinin intravaskiiler kiimelenmesi, intravaskiiler stvinin interstisyel alana kagisi
odem olusturur. Iskemi zamaninin uzamasi ile bu patolojik siireg de ilerler ve kan akimindaki
tikanklik 12 saat sonra geri doniisiimsiiz bi noktaya gelerek flep nekrozu gergeklesir®.
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2.6.2Flep yasayabilirligini arttirmaya yonelik islemler

a)Geciktirme Yontemleri

Cerrahi ve vaskiiler geciktirme flep yasayabilirligini artirmada etkinligi kanitlanmis
yontemlerdir*®. Giiniimiizde daha gok obez, radyoterapi grmiis, sigara aliskaligi olan, uzun
flep gereksinimi olan riskli hastalarda tercih edilmektedir. Cerrahi geciktirme genellikle iki
veya ii¢ asamal1 operasyonlar1 icerir. ilk asamada flep kismi olarak kaldirilarak iskemiye
duyarhlikta azalma ve kapiller kan akiminda artig saglan1r38‘47'48. Vaskiiler geciktirme iki
veya daha fazla dominant arteri olan fleplerde arterlerden birinin cerrahi baglama va da
anjiografik embolizasyon ile iptal edilerek diger arter iizerinden flep kaldirilmasini daha
giivenli hale getirme prensibine dayanir>>***°. Cerrahi geciktirme ile akut flep cerrahisinde
gozlenen vazokonstriktor ve trombotik ajanlarin saliniminda azalma ve flebe adaptasyon i¢in
zaman kazandirilmaktadir. Pang ve arkadaslar1 delay yapilan random fleplerde 6zellikle distal
kisimlarda kapiller kan akiminda artis oldugunu gostermistir. Taylor ve ark. geciktirme
uygulanan flepte 6nceden bulunan “choke” damarlarin agildigin1 géstermistir. Cerrahi
geciktirmenin VEGF ve FGF gen ekspresyonunu arttirarak flepte anjiogenezi ve
vasodilatasyonu artirdig1 da gésterilmistir%.

Cerrahi ve vaskiiler geciktirmenin klinik etkinligi ispatlanmis olmasina karsin birkag
asamali cerrahi islem geciktirmesi, pahali ve zaman alic1 olmasi nedeni ile giiniimiizde
kullanimi1 sinirlidir. Giiniimiizde flep yasayabilirligini arttirmaya yonelik farmakolojik
ajanlari kullanimina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir®,

Distal end
Il 1

|— Choke vessels

Sekil 10.Bipedikiillii flep geciktirme7 Sekil 11:Geciktirme iglemi ile
choke anastomozlarin aq:11mas138
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b)Farmakolojik ajanlar

Flep cerrahisinde norepinefrin, Tromboxan A2, serotonin ve Endotelin 1 gibi
vasokonstiktor ve protrombik maddelerin artis1 oldugu ve bu maddelerin akut donemdeki
vazokonstriksiyon ve trombozdan sorumlu oldugu bilinmektedir®'. Flep yasayabilirligini
arttirmaya yonelik ila¢ ¢alismalar1 vazodilatasyon, antitromboz, nétrofil kiimelemesi ve
yapismasini onleme lizerine yogunlasmlstlrss. Kullanilan ilaglar:

e Akson blokerleri(guanetidin, dopamin, rezerpin),

e Reseptor blokerleri(fentolamin, fenoksibenzamin, talazolin)
e Beta blokerler(metoproteronol, propranolol, izoproteronol)
e Direkt vazodilatator ajanlar( nitdogliserin, hidralazin)

o Kalsiyum kanal blokerleri( nifedpin, verapamil)

e Antikoagiilanlar

e Hemoreolojik ilaglar

e Vazodilatator eikozanoidler

e Antiinflamatuar ilaglar

e Antioksidanlar( mannitol, allopurinol, desferoksamin)

e Glukokortikoidler

e Vaskiiler diiz kas gevseticileri

e Tromboksan A2 sentez inhibitorleri

e Tromboksan A2 reseptor antagonistleri

e Serotonin reseptor antagonistleri

Bu ilaglarin etkinlikleri tavsan ve siganlarda deneysel olarak gosterilmisse de flep
yasayabilirligini artirmadaki klinik etkinligi geciktirme yontemlerinin dniine gegememistirss.
Yakin zamandaki ¢alismalar lokal anjiogenik sitokin protein (VEGF, PDGF) tedavisi iizerine
yogunlasmistir ve bu terapilerin flep yasayabilirligini artirdig: gésterilmistir51’52.
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2.6.3Antioksidanlarin etki mekanizmalari

Antioksidanlar 4 ayr1 mekanizma ile etki gosterir. Bunlar temizleyici (scavenging),
sondiirme(quenching), onarici (repair), zincir kirici (chain breaking) etkidir. Temizleyici etki
oksidanlarla etkilesip onlar1 daha zayif molekiillere ¢cevirme etkisidir. Trakeobronsial mukus,
dogal antioksidan enzimler bu etki prensibiyle ¢alisir. Sondiirme etkisi oksidanlara hidrojen
iyonu vererek inaktif hale getirme etkisidir. Glutatyon, vitaminler (A,E) bu sekilde etki
gosterir. Onaricilar serbest radikallerce zedelenen proteinleri pargalar, DNA hasarlarini onarir.
Zincir kiricilar oksidanlar baglanarak elektron ¢alma zincirlerini kirarlar. Agir metaller,
hemoglobin, seruloplazmin bu sekilde etki g(')sterir53‘54‘55.

Antioksidanlar eksojen ve dogal antioksidanlar olarak iki grupta toplanabilir. EKsojen
antioksidanlara ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol, tungsten, folik asit),
NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, kalsiyum kalan blokerleri, NSAII, lokal anestetikler),
desferoksamin, seruloplazmin, barbitiiralar, non enzimatik radikal toplayicilar (mannitol,
albiimin, dimetil dulfoksit), glutatyon peroksidaz aktivitesini arttiran(asetil sistein) ajanlar
ornek verilebilir.

Dogal antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik olarak ikiye ayrilir. Non enizmatik
olanlara vitamin E, vitamin C, beta karoten, koenzim Q, melotonin, tirik asit, ferritin,
bilirubin, alblimin, glutatyon 6rnek verilebilir. Enzimatik olanlara mitokondrial sitokrom
oksidaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, hidroksiperoksidaz, siiperoksit dismutaz drnektir.

2.6.4.Thymoquinone

Thymoquinone Orta Dogu ve Uzak Dogu da yetisen, halk arasinda ¢orek otu olarak
bilinen Nigella Sativa bitkisinin tohumlarindan elde edilir. Corek otu, halk arasinda
yemeklerde kullanilmasinin yaninda eklem agrilari, deri enfeksiyonlari, diare, hazimsizlik,
karaciger hastaliklari, akciger hastaliklarinda dogal ilag olarak da kullanilmaktadir 2057,
Nigella sativa bitkisi % 37 oraninda ucucu olmayan yag, alkaloid, sabun, protein ve % 0.4-2.5
oraninda temel yaglardan olusur. Temel yaglardan carvacol, p-cymene, 4-terpineol,t-
anetholeu icermekle birlikte en fazla bulunan komponenti Thymoquinone dur®. (% 27-57)

a)Kimyasal yapisi

Nigella sativanin ana komponenti timokinon ( C10 H1202),( 2-isopropil 1-5metil-1,4
benzoquinone ) olmakla birlikte ditimokinon ve timol bilesiklerini de igcermektedir.
Timokinon sar1 renkli kristalize ugucu bir kinondur. Molekiil agirligi 164,201 g/m dir>*®,
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Sekil 12:Timokinon un kimyasal yapisi

b)Antioksidan etkKisi

Timokinon NADH, NADPH, GSH ile fizyolojik sartlarda reaksiyona girerek iki iiriin
Olusturur. GSH ile dihidrotimon gluatyon, NADPH, NADH ile dihidrotimokinon (DHTQ)
olusturur. 2,2-difenil-1-pikrilhidrozil ve 3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonik asit(ABTS) gibi
oksiradikallere kars1 indirgenmis antioksidan aktivite ve dihidrotimokinon glutatyonun
potansiyel siipiiriicli antioksidan etkisi saptanm1$t1r61. Bu sonuglarla timokinonun hiicre igi
non-enzimatik antioksidan sisteminde rol oynadig1 diistiniilmiistiir. Timokin lizozomal lipid
peroksidasyonunu onlemektedir. Siiperoksit radikallerinin agiga ¢ikmasi halinde timokinon
nétrofilleri uyarma araciligiyla oksiradikal yakalayicihigi gorevi gdrmektedir®?. Bu
antioksidan etki karbontetrakloriir hepatotoksisitesine karsi da gozlenmistir®.

c)Antikarsinojenik etkisi

Nigella sativa ve timokinonun antikarsinojenik etkisi ile ilgili cok sayida caligma
yapilmustir™®*. Timokinonun antikarjsinojenik etkisinin sahip oldugu anti oksidan
ozelliginden dolay1 oldugu teorisi 6ne siiriilmiistiir. Ait ve arkadaglarinin timdorlii farelerde
yaptiklar1 ¢alismada tiimor dokusu igine uygulanan nigella sativa ekstresinin timor boyutunda
kiiciilme, metastaz oraninda azalmaya sebep oldugunu gézlemistir65. Ivankovic ve arkadaslari
skuamoz hiicreli karsinom ve fibrosarkom {izerine yaptiklar1 in vitro ¢alismalarda
timokinonun hiicre kiiltiirlerinde fibroblastlara gore daha belirgin sitotoksisite gosterdigini
bulmustur. Timokinonun sitotoksik ativitesinin doz bagimli oldugu belirtilmistir. Ay
caligmanin in vivo kisminda intratiimoral olarak uygulanan timokinonun kontrol grubu ile
kiyaslandiginda skuamoz hiicreli karsinomda %52, fibrosarkomda %43 oraninda biiyiime
inhibisyonu izlenmistir®®. Baska bir ¢calismada farelerde ifosfamide bagli renal toksisiteyi
azalttiZ1 ve ifosfamidin antitiimoral etkinligini artirdig1 gésterilmistir67.
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d)Analjezik ve antiinflamatuar etkisi

Timokinonun antiinflamatuar etkisi iizerine yapilan calismalarda hem lipooksijenaz,
hem siklooksijenaz enzim inhibisyonuyla TXA2ve LT B4 iiretimini azalttig1
bulunmustur®.Oral, intraperitoneal ve intraserebroventrikuler uygulanan timokinonun
supraspinal kappa ve mii reseptorlerinj etkileyerek indirekt analjezik etkinligi oldugu
gosterilmistir®™.

e) Antinefrotoksik etkisi

Sisplatin uygulamasindan 5 giin once ve bes giin sonra 50 mg/kg dozunda uygulanan
timokinonun sisplatin nefrotoksisitesinde fizyolojik ve biyokimyasal olarak diizelme sagladigi
gosterilmistir. Ayni calismada timokinonun sisplatinin antitiimoral etkisini artirdigi ve
terapotik indeksini genislettigi belirtilmistir’. Baska bir calismada nefrotoksik etkisininin
stiperoksit radikaller araciligiyla oldugu diisiiniilen merkurik kloridin nefrotoksik etkisini
azalttig1 gésterilmistir71

f) Antihepatotoksik etkisi

Yapilan aragtirmalar timokinonun antihepatotoksik etkisini lipid peroksidasyonunu 6nleme,
antioksidan sistemi giliglendirme yoluyla oldugunu gdstermistir. Sicanlarda igme suyuna islem
oncesi ve sonrasi eklenen timokinonun karbontetrakloriire bagl karaciger hasarini diizelttigi
gosterilmistir. Bu etki timokinonun antioksidan 6zelligine baglanmistir’2. Ayrica timokinonun
terbutolhidroperoksit ile olan hepatotoksisitede onleyici etkisi oldugu gosterilmis ve
arastirmacilar bu etkinin timokinonun hiicre i¢i glutatyon seviyesini korumasina
baglamlslardlr73.

g)Antidiabetik etki

Meral ve arkadaglarinin yaptig1 bir caligmada diabetli tavsanlarda nigella sativadan elde
edilen ekstrenin serum glukoz diizeylerini azalttig1, glutatyon, seruloplazminin etkilerini
artirdigt gésterilmistir”. Al Hader ve ark. nin yaptiklar calismada intraperitoneal olarak
verilen nigella sativa ekstresinin normoglisemik ve hiperglisemik tavsanlarda serum glukoz
diizeylerinde 6nemli diizeyde azalmaya yol agtigin1 gostermistir .

h)Antimikrobiyal etkisi

Nigella sativa yaginin E.coli, satphylococcus albus, salmonella typhi, vibrio cholerea,
shigella nigere kars1 etkinligi in vitro ortamda gosterilmistir. Gram pozitif etkinliginin gram
negatiften daha baskin oldugu bilinmektedir. Ayrica aspergillus specise kars1 antifungal,
scihtosoma mansoniye kars1 antiparaziter etkinligi gosterilmistir’.
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i)Kardiovaskuler sistem iizerine etkisi

Timokinonun genel anestezi altinda sicanlarda hipotansif ve bradikardik etkilerinin
oldugu gdsterilmistir. Bu etkilerinin santral yolla degil direkt etki oldugu diistiniilmektedir’” .
Enomoto ve ark.nin yaptig1 calismada timokinonun arasidonik asit tarafindan indiiklenen
platelet agregasyonunu inhibe edici ve aspirinden daha giiclii antikoagiilan etkisinin oldugu
gésterilmistir78.

Bunlarin yani sira timokinonun trakeobronsial sistemde spazmolitik ve
bronkodilatatdr, antihistaminik, mide mukozasinda antitilserojenik oldugunu gosteren
caligmalar yapilmistir. Selguk ve ark. nin yaptig1 calismada subkutan ve sistemik olarak
verilen timokinonun si¢an derisinde yaniga bagl yara iyilesmesinde olumlu etkileri oldugu
gésterilmistir79.

J)Timokinon toksisitesi

Son zamanlarda timokinona olan ilginin artmasi iizerine timokinon toksisitesi tizerine
caligma ihtiyac1 ortaya ¢ikmistir. Al Ali ve ark. timokinonu LD50 degerinin tespiti i¢in oral
ve enjeksiyon yoluyla hayvanlara vermis ve karaciger, bobrek, akcigerleri incelemis, ¢calisma
sonucunda kronik dénemde herhangi bir toksik etki saptamamistir. Ayrica timokinonun oral
alimda toksisitesinin olmadig1 ve kanda etkin diizeye ulasabildigi i¢in oral yolla kullanimi
onerilmistir. Timokinonun akut toksisitesinde LD50 degeri 2.4 gr/kg olarak bulunmustur®.
Uzun siireli kullanimda gozlenmis olan tek yan etki hipoglisemidir®.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma icin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan
02.09.2014 tarihli 2014/88 karar no ile onay alindi. Calismada Istanbul Universitesi Deneysel
Tip ve Arastirma Enstitiisii'nden temin edilen 24 adet, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen
disi, eriskin Sprague Dawley cinsi sigan kullanildi. Siganlar Istanbul Universitesi Deneysel
Tip ve Arastirma Enstitiisii'nde ortalama 20-25 derece sicaklikta, her kafeste bir hayvan
olacak sekilde, 12 saatlik gece giindiiz ritmine uyacak sekilde barindirildi. Tiim hayvanlar
musluk suyu ve standart sican yemi ile beslendi. Cerrahi girisimler Istanbul Universitesi
Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii Hayvan Deneyleri Laboratuarinda yapildi. Hayvanlar
deney grubu, kontrol grubu ve sham grubu olmak tizere 8’er si¢anlik {i¢ gruba ayrildi.

3.1 Anestezi Teknigi

Tiim siganlarda anestezi intramuskuler 35 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar™ —Pfizer)
ve 10 mg/ kg xylasine hidrokloriir (Rompun® %2 —Bayer) ile saglandi. Gerektiginde bu dozun
1/3’1i kadar idame dozu uygulandi.

3.2 Cerrahi Yontem

Tim sicanlar, rastgele se¢ilmis 8’er sicandan olusan ii¢ gruba ayrildiktan sonra
anestezi islemi uygulandi. Anesteziyi takiben cerrahi alan tiras makinesi ile tirag edildi,
povidon iyot ile temizlendi. Sicanlar cerrahi masasina yiiz {istii yatirilarak kuyruk ve dort
ekstremiteden flaster ile tespit edildi. Cerrahi islem Oncesi tiim hayvanlara 150 mg/kg tek doz
subkutan ampisilin enjeksiyonu ile profilaksi uygulandi. Deney ve kontrol grubundaki tiim
hayvanlarin sirt blgesine Khouri’nin modifiye ettigi® 3x9 cm lik Mc Farlane flebi® kaudal
tabanli olacak sekilde daha 6nce hazirlanmis olan taslak yardimu ile ¢izildi.
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middle longitudinal gizgi

Sekil 14:Flep taslagiin hazirlanmasi

Flepler 15 numara bistiiri yardimi ile pannikulus karnosus tabakasi da dahil edilerek derin
kas fasyasi lizerinden kaldirildi. Flepler 3.0 keskin polipropilen dikislerle kendi yerlerine
adapte edildi (Sekill5). Sicanlar post operatif donemde her biri ayr1 kafeste olacak sekilde
yerlestirildi. Her si¢ana post operatif donemde povidon iyot ile giinliik yara bakimi yapildi.
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Mast N flebin adaptasyo S

Sekil 15. Flebin kaldirilmas1 ve yerine iade edilmesi.

Cerrahi islem sonrasi ilag tedavisine gore gruplar asagidaki gibi olusturuldu.

Kontrol grubu: Operasyon sonrasi sadece yara bakimu ile takip edilen grup

Sham grubu: Operasyon sonrasi1 sadece DMSO (dimetil sulfoksit) solusyonu enjekte edilen
grup

Deney grubu: Operasyon sonrasi DMSO solusyonunda ¢oziilmiis Thmogquinone “(Sigma
Aldrich) enjekte edilen grup

Postoperatif donemde, deney grubuna 28G insiilin enjektorii yardimi ile 0.1 cc
DMSO solusyonunda c6ziilmiis Smg/kg timoquinone, sham grubuna 0.1 cc DMSO
solusyonu intraperitoneal olarak enjekte edildi. Operasyon sonrasi 10 giin boyunca her giin
ayni saatte olmak tizere giinde bir kez ayn1 enjeksiyonlar tekrarlandi.

',“ 16 Lot #
Moquinone

Sekil 16. Thymoquinone ticari formu
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Post operatif 10. giinde denekler intramuskuler 30 mg/kg Ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, Eczacibasi) ve Xylazine hydroklorid (Rompun®, Bayer,) 10 mg/kg. ile uyutularak
histopatolojik inceleme i¢in sirt flebi alanlarinin distal ve proksimal 1/3 kisimlarindan,
biyokimyasal inceleme i¢in orta kisimdan 1x1 cm.lik doku 6rnekleri alindi. Kardiak
ponksiyonla 4cc kan alinarak deney sonlandirildi. Deneklere anestezi altinda servikal
dislokasyon uygulanarak 6tenazi yapildi. Oliim kalp atimi1 kontrol edilerek dogruland.

Histopatolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri %10 formaldehit solusyonu iginde
patoloji laboratuarina ulastirildi. Kan 6rnekleri 5000 devirde 5 dakika santrifiij edilek serum
ayrigtirtldi. Biyokimyasal inceleme igin alinan doku 6rnekleriyle serumlar kuru buz igerisinde
biyokimya laboratuarina ulastirildi.

3.3.Sonuclarin Degerlendirilmesi

3.3.1.Klinik degerlendirme

Tum siganlardaki dorsal fleplerin dolagimi giinliik inspeksiyonla takip edildi. Flep
distallerinde 4. giinden itibaren demarkasyon hatti olusumu izlendi. 10. giinde tiim flepler esit
mesafeden Nikon D5100 fotograf makinasi yardimai ile fotograflandi. Fotograflar bilgisayar
ortaminda Image J programina aktarilarak alan canli doku, nekrotik alan ve nekrotik alan
yiizdesi dl¢timleri yapildi.(Sekil.17)

Sekil 17.Image J programinda alan 6lgiimii
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3.3.2 Histopatolojik Degerlendirme

Operasyon sonrasi 10. giinde fleplerin proksimalinden ve distalde nekroz-saglam doku
gecis bolgelerinden histolojik ¢alisma i¢in 1x1 cm lik doku 6rnekleri alindi. Alinan doku
ornekleri %10’luk notral formaldehit igerisinde fiske edildi. Fiksasyonu takiben tiim dokular
rutin histolojik takip yontemleri kullanilarak dehidrate edildi ve parafine gomiildii. Parafin
bloklardan Spm kalinliginda kesitler alindi. Tiim kesitlere rutin histolojik boyama ve
immunhistokimyasal boyama yontemlerine tabi tutuldu. Hematoksilen+ Eozin (H+E) boyasi
ile epidermis ve dermisteki nekroz alanlari, PNL(polimorf niiveli 16kosit), lenfosit,
fibroblast, kollajen olusumu yoniinden degerlendirildi. Anjiogenez degerlendirmesi icinVEGF
(Vaskiiler Endotelyal Growth Factor, VEGF Antibody (A-20), 200 pg/ml, SantaCruz sc-152,
SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack, ScyTek SHP125) boyasi ile kesitlerdeki damar
miktar1 sayildi. Hiicre yogunlugu 1 den 3 e kadar numaralandirilan skorlama sistemi ile
degerlendirildi (1:hafif, 2:orta, 3:ileri). VEGF igin mm?*de hiicre sayisi; 50’nin altinda ise 1,
50-100 aras1 2, 100’iin tizerinde 3 olarak skorlandi. Her denek i¢in proksimal ve distal
kisimlardan elde edilen verilerin ortalamalar1 alinarak gruplar arasinda kiyaslama yapildu.
Elde edilen histolojik preparatlar Olympus BX61 arastirma mikroskobu ile incelendi ve
Olympus DP72 model mikroskop kamerasi ile fotograflandi.

3.3.3Biyokimyasal Degerlendirme

a)Doku ve Serumda TBARS Olciimii
Prensip:

Lipid peroksidasyonu hiicre hasarin1 géstermede siklikla kullanilan 1yi ¢alisilmis bir
mekanizma olup, lipid peroksitler, kompleks formlar ve Malondialdehit (MDA) gibi reaktif
birlesikler olusturan unstabil indikatorlerdir. Lipid peroksidasyonunun son iiriiniiniin
oOl¢iilmesi oksidatif hasarin gosterilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir.

Tiobarbitiirik Asit Reaktif Substratlarinin 6l¢iimii ( TBARS)yontemi de lipid
peroksidasyonu i¢in kullanilan bir yontem olup, bu yonteme gore drneklerdeki MDA 1:2
oraninda TBA ile birlesik olusturur (Sekil 18). Bu olusan birlesik kolorimetrik ya da
florometrik yontemlerle tayin edilir (OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation)).

SYN\ OH HO /N\II/SH
N N
N SCH—CH=CH” X
OH OH
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Sekil.18.MDA-TBA birlesigi

Method

Serum ve doku TBARS miktarlarinin 8l¢iimii .U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda asagidaki yonteme gore yapilmistir. Siganlardan alinan deri
dokulart serum fizyolojik ile yikandiktan sonra sivi azottan gegirildi. Alinan kan 6rnekleri
5000 devirde 5 dk santrifiij serumlar ayristirildi.

Tartimlar sonucu 0,08-0,340 gr arasinda agirliktaki dokular, TBARS yontemi ile MDA
tayin edilmesi i¢in Ohkawa ve ark. yontemine gore soguk %1,15’lik KCI, %20’lik Asetik asit
ve %38.1’lik Sodyum Dodesil Siilfat ¢ozeltisinde %10’luk homojenat olacak sekilde
homojenize edildi®*®. Homojenat ve serumlardan 250 ul alinarak ve Buege and Aust
(1978)86 yontemine gore 1,5 ml %0,75’lik TBA, 1 ml %30’luk TCA ve 0,2 ml 5N HCI
cozeltisinde 15 dakika siireyle sicak su banyosunda bekletildi. 3000 rpmde 10 dakika santrifiij
edilen 6rneklerde sicak su banyosu sonrasi olusan renk 532 nm’de esit oranda ayni
cozeltilerden olusturulan kére karsi okutuldu (Schimadzu® UV 20000). TBARS i¢in standart
olarak 1,1,3,3 — tetracthoksi propanin (TEP) kullanildi. Standardin molar ekstinksiyon kat
sayist (1,56x 10°mol™ cm ™) kullanilarak TBARS konsantrasyonlar hesaplandi. TBARS

konsantrasyonlart nmol/mL homojenat cinsinden verildi.

b)Total Antioksidan Kapasite Olciimii

Serum ve doku Total Antioksidan Kapasite ( TAK) 6l¢timii Sun Red Marka (Katolog No:
201-11-1187) Rat T—AOC enzim linked immiinosorbent assay (ELISA) kiti kullanilarak 1.U
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapildu.

Prensip:

Kit, ¢ift antikorlu sandvig Elisa yontemine gore 6l¢iim yapmaktadir. Monoklonal rat total
antioksidan antikoru ile 6nceden kapli kuyucuklara serum ya da doku drnekleri ytiklenerek
inkiibasyona birakilir. Daha sonra biotin ile isaretli ikinci TAK antikoru eklenir ve
Streptavidin-Horse radish peroksit ile immiin kompleks olusumu i¢in inkiibe edilir.
Tutunmamis antikor ve substratlar yikama ile uzaklastirildiktan sonra kromojen A ve B ile
inkiibe edilen kite stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonra erdirilir ve 450 nm dalga
boyunda absorbans okumasi yapilir (Sun red Assay Kit TAK) .
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Yontem

Stok soliisyonundan seri diliisyon ile 32 U/mL, 16 U/mL, 8 U/mL, 4 U/mL ve 2 U/mL
olacak sekilde standartlar hazirlanarak kuyucuklara eklendi . Serum 6rneklerinden ve
%1,15’lik KClI ile hazirlanmis %10 luk doku homojenatlarindan 40ul’lik 6rnek alinarak
kuyucuklara eklendi. Sadece drneklerin oldugu kuyucuklara 50 pl. biotin ile isaretli TAK
antikoru eklenerek 37C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Mikro ELISA yikayicisi (Bio-Tek,
ELx50) ile yapilan 5 yikama sonrasinda kor dahil tim kuyucuklara kromojen A ve B’den
50’ser ul eklenerek 10 dakika inkiibasyona birakildi. 50 pl stop soliisyonu eklenerek Mikro
ELISA okuyucusu (Bio-Tek, FL 600) cihazinda 450 nm dalga boyunda okuma yapilarak
standartlara gore olusturulan standart egriden konsantrasyonlar hesapland1 (Sekil 19).
Sonuglar U/mL olarak verildi.
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Sekil 19.Elisa ile TAC galismasi
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Sekil.20.Total antioksidan kapasite 6l¢iimii
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3.3.4.Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler igin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS (Power
Analysis and Sample Size) 2008 Statistical Software (NCSS LLC, Kaysville, Utah, USA)
programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin
(ortalama, standart sapma, medyan, siklik ve oran) yani sira alan ve biyokimyasal
degiskenlerin ii¢ gruba gore degerlendirmelerinde Kruskal Wallis test ve farkliliga neden olan
grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Histopatolojik degiskenlerin
karsilastirilmasinda ise Fisher Freeman Halton (Monte Carlo) Exact test kullanildi. Sonuglar
% 95’lik gliven araliginda, anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

4.SONUCLAR

Operasyon sonrasi 10. Giiniinde ¢aligma tamamlandi. Deneklerde anestezi veya cerrahi
isleme iligkin herhangi bir komplikasyon izlenmedi. Caligma sonuna kadar tiim si¢canlar
hayatta kaldi. Kontrol, sham, deney grubunda 8’er si¢an iizerinden elde edilen sonuglar
degerlendirildi.

4.1Alan Olgiimleri

Gruplardaki tiim flep alanlar1 ve nekroz alanlar tek tek dl¢iildii, nekrotik alan/flep alani
ylizdeleri hesaplandi.(Tablo.2)

GRUP Nekroz
Flep Alam Alani Nekroz Yiizdesi (%)

Kontrol | Ortalama |805975,13 393870,50 |48,98

SD 23184,53 34794,24 3,51

Median 800752,50 390236,50 |50,0

Min 782151 342979 42,10

Max 849721 452802 53,20
Deney |Ortalama |811114,13 93415,38 11,46

SD 16538,65 20829,26 2,40

Median 813727,50 94088,50 11,65
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Min 783840 61750 7,80
Max 834417 128551 15,40
Sham |Ortalama |797578,50 265461,75 | 33,06
SD 32011,25 58899,54 7,45
Median 791169,50 263309,00 |31,70
Min 761303 169210 21,60
Max 865860 348052 43,40
p 0,277 0,001** 0,001**
°Post Hoc
Kontrol-Deney 0,529 0,001** 0,001**
Kontrol-Sham 0,345 0,001** 0,001**
Deney-Sham 0,115 0,001** 0,001**
K ruskal Wallis test "Mann Whitney U test *p<0,01 **p<0,05

Tablo 2. Gruplara gore Alan dlgtimleri degerlendirmeleri
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Nekroz alanlar1 gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalarda, deney grubunun nekroz alanlar1 kontrol ve sham grubundan anlamli
diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01). Sham grubu olgularin nekroz alan ortalamasi
kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01).

Sekil.21: 10. giinde fleplerde nekrotik alanlarin goriintimii

Nekroz yiizdesi gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini1 saptamak i¢in yapilan ikili
karsilastirmalarda, deney grubunun nekroz yiizdesi, Kontrol ve sham grubundan anlaml
diizeyde diistik olarak saptanmistir (p<<0,01). Sham grubu olgularin nekroz yiizdesi ortalamasi
kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01).
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Sekil 22 : Gruplara Gore Nekroz Alanlari Dagilimi
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Sekil 23 : Gruplara Gore Nekroz Yiizdesi Dagilimi
4.2Biyokimyasal Analizler
Doku TBARS
Miktar Serum TBARS | TAK-Serum TAK-Doku
(Nmol/mL) (Nmol/mL) (U/mL) grafik (U/mL)
Kontrol Ortalama 2,78 4,38 4,54 2,12
SD 0,46 0,54 1,31 0,94
Median 2,85 4,30 4,17 2,26
Min 1,9230 3,82681 3,28 1,06
Max 3,3461 5,36521 7,40 3,37
Deney Ortalama 0,96 2,94 6,94 6,09
SD 0,27 0,47 1,25 1,51
Median 0,96 2,79 6,63 5,62
Min ,5769 2,42290 5,59 4,65
Max 1,4807 3,52000 9,09 9,52
Sham Ortalama 1,49 3,77 3,92 3,99
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SD 0,41 0,96 0,92 1,00
Median 1,32 3,73 411 3,78
Min 1,1153 2,38452 2,28 3,00
Max 2,1400 5,20000 4,99 5,61
p 0,001** 0,001** 0,001** 0,001**
°Post Hoc
Kontrol-Deney 0,001** 0,001** 0,006** 0,001**
Kontrol-Sham 0,002** 0,208 0,529 0,005**
Deney-Sham 0,005** 0,141 0,001** 0,009**
®Kruskal Wallis test ®Mann Whitney U test *p<0,01 **p<0,05

Tablo 3. Gruplara gore TBARS ve TAK degerlendirmeleri

Doku TBARS miktar1 gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalarda, deney grubunun doku TBARS miktari, Kontrol ve sham grubundan
anlaml1 diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01). Sham grubu olgularin Doku TBARS
miktar1 ortalamasi kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<0,01).

Serum TBARS miktar1 gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak i¢in yapilan ikili
karsilagtirmalarda, deney grubunun serum TBARS miktari, kontrol grubundan anlamli
diizeyde diisiik olarak saptanmistir (p<<0,01). Sham grubu serum TBARS o0l¢limleri ile deney
ve kontrol grubu olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).

TAK serum oOl¢iimleri gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak icin yapilan ikili
karsilastirmalarda, deney grubunun TAK serum 6lgiimleri, kontrol ve sham grubundan
anlaml diizeyde yiiksek olarak saptanmistir (p<0,01). Sham grubu ile kontrol arasinda ise
anlaml fark saptanmamustir (p>0,05).

TAK doku 6lgiimleri gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir
(p<0,01). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandigini saptamak icin yapilan ikili
karsilastirmalarda, deney grubunun TAK doku 6lgtimleri, kontrol ve sham grubundan anlamli
diizeyde yiiksek olarak saptanmistir (p<<0,01). Sham grubu olgularin TAK doku ortalamasi da
kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek olarak saptanmistir (p<0,01).
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Sekil 24: Gruplara Gore Doku ve serum TBARS Dagilimi
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H Kontrol mDeney @O Sham

Sekil 25: Gruplara gore serum ve doku TAK dagilimi
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4.3 Histopatolojik inceleme sonuclar:

Kontrol Deney Sham P

PNL Hafif 8 (100) 7 (87,5) 6 (75,0) 0,745
Proksimal _

lleri 0 1(12,5) 2 (25,0)
PNL Distal Hafif 7 (87,5) 6 (75,0) 7 (100,0) 1,000

Orta 1(12,5) 1(12,5) 0

ileri 0 1(12,5) 1(12,5)
Lenfosit Hafif 7 (87,5) 6 (75,0) 5(62,5) 0,836
Proksimal Orta 1(12,5) 2 (25,0) 3(37,5)
Lenfosit Hafif 3(37,5) 7 (87,5) 6 (75,0) 0,163
Distal

Orta 5(62,5) 1(12,5) 2 (25,0)
Fibroblast Hafif 6 (75,0) 3(37,5) 3(37,5) 0,111
proksimal

Orta 2 (25,0) 5(62,5) 2 (25,0)

ileri 0 0 3(37,5)
Fibroblast Hafif 6 (75,0) 3(37,5) 4 (50,0) 0,387
distal

Orta 2 (25,0) 2 (25,0) 3(37,5)

ileri 0 3(37,5) 1(12,5)
Kollogen Hafif 6 (75,0) 0 5(62,5) 0,013*
Olusumu
Proksimal Orta 2 (25,0) 6 (75,0) 3(37,5)

ileri 0 2 (25,0) 0
Kollagen Hafif 6 (75,0) 1(12,5) 3(37,5) 0,037%
Olusumu
distal Orta 2 (25,0) 4 (50,0) 5(62,5)

ileri 0 3(37,5) 0
VEGF Damar | Hafif 6 (75,0) 4 (50,0) 5(62,5) 0,870
proksimal

Orta 2 (25,0) 3(37,5) 3(37,5)
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ileri 0 1(12,5) 0
VEGF Damar | Hafif 5(62,5) 1(12,5) 4 (50,0) 0,051
Distal

Orta 3 (37,5) 3(37,5) 4 (50,0)

ileri 0 4 (50,0) 0
Fisher Freman Halton (Monte Carlo) test *p<0,05

Tablo 4 . Gruplara gore histopatoloji degerlendirmeleri

PNL proksimal ve distal siniflamalar1 gruplara gére anlamli farklilik gostermemektedir
(p>0,05).

Sekil 26:Flep proksimalinde PNL infiltrasyonu(K1)

Lenfosit proksimal ve distal siniflamalar1 da gruplara gére anlamh farklilik gdstermemektedir
(p>0,05).

Sekil 27:Flep distalinde lenfosit infiltrasyonu (D8)
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Fibroblast proksimal ve distal siniflamalar1 yine gruplara gére anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05).

® AT el

Sekil 28: Flep distalinde fibroblast proliferasyonu(D4)

Fibroblast kollogen olusumu; deney grubu olgularda orta ve ileri olarak saptanmasi orant,
kontrol ve Sham grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olarak tespit edilmistir (p<0,05).
Distal kollogen olusumu ise; kontrol grubu olgularda hafif olarak saptanmasi orani, deney ve
sham grubuna goére anlaml diizeyde yliksek olarak tespit edilmistir (p<0,05). Deney ve sham
grubu distal kollogen olugumu oranlar1 arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Sekil 29: Flep distalinde kollajen olusumu(D2)
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Kollogen Olusumu Proksimal Kollohgen Olusumu Distal

Sekil 30: Kollogen olusumu bulgularinin gruplara gére dagilimi

VEGF Damar proksimal ve distal siniflamalar1 gruplara gére anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0,05).

x20,VEGF

Sekil 32: Flep distalinde anjiogenez(D3)
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5.TARTISMA

Doku defektleri travma, tiimor, enfeksiyon gibi ¢cok cesitli nedenlerle karisimiza
cikmaktadir. Bu defektlerin bir cogu primer, sekonder onarim, greftleme yontemleri ile
onarilabiliyorken, damar, tendon, kemik gibi damarlanma agisindan fakir dokularin ekspoze
oldugu defektlerde ve fonksiyonel, estetik geri kazanimin 6ncelikli oldugu durumlarda flep
cerrahisi tercih edilmektedir. Flepler defekt alanina komsu alanlardan kaldirilabildigi gibi
uzak bolgelerden mikrocerrahi tekniklerle flep nakilleri de yapilabilmektedir. Defektlerin
icerigi ve bulundugu anatomik bolgeye gore onarim secenekleri degiskenlik gostermektedir.
Kaybedilen dokunun benzeri ile onarilmasi prensibine dayanarak defekt onariminda oncelikle
benzer yapida olan lokal doku se¢enekleri ile onarim tercih edilmelidir. Ancak flebin
yasayabilirligi lizerinde tasindig1 arteriovendz yapilara bagli oldugundan defekte komsu
alanlarda vaskiilarizasyon yetersizligi, yeterli dokunun bulunmayis1 gibi nedenler lokal
dokularin kullanimini kisitlamaktadir. Lokal flepler kullanilarak mevcut vaskiiler kaynaklar
ile maksimum sagkalim orani ile defektlerin kapatilmasina yonelik doku genisletme, cerrahi,
medikal 6n kosullandirma gibi pek ¢ok teknik {izerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.
Glinlimiize dek yapilan ¢alismalara ragmen halen distal flep nekrozu bir sorun olarak
kargimiza ¢ikmaktadir.

Cerrahi sonras1 donemde flep nekrozunun primer etyolojisinin perfiizyon yetersizligi
oldugu ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir. Flep nekrozuna giden siireg flep kaldirilmasi
sonrasi flebi besleyen damarlarin ve sempatik liflerin flepten ayrilmasi ile baslar. Sempatik
innervasyon ile birlikte Endotelin 1, tromboksan A, PG F;, gibi vasokonstriktor maddelerin
salinmasi ile flebin distalindeki kan akimi azalir. Sempatik nérotransmitterlerin 12-24 saat
icinde tiikenmesi ile birlikte flep perfiizyonu normale doner. Flep distalindeki iskeminin 6-12
saat siirmesi sonras1 dolasim saglandiginda flep nekrozunda ikinci patogenetik faktor olan
reperfiizyon hasar ortaya ¢ikar?. Iskemik dokuda degisik mekanizmalarla serbest oksijen
radikalleri agiga ¢ikmakta bu radikaller doku hasarina yol agmaktadir. Ksantin
dehidrogenaz/ksantin oksidaz enzim sistemi, ndtrofilik nikotinamid difosfat, myeloperoksidaz
enzim sistemi araciligiyla notrofil endotel adezyonu, intraselliiler kalsiyum yiiklenmesi bu
stiregte baslica rol alan mekanizmalardir®,

Flep yasayabilirligini artirmaya yonelik ¢cok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu ¢aligmalarda
etkinligi en fazla goriilmiis olan yontem geciktirme(delay) yontemleridir*. Geciktirme cerrahi
ya da vaskiiler olarak yapilabilmekte, genellikle iki veya {i¢ asamal1 operasyonlarla akut flep
cerrahisinde gozlenen vazokonstriktor ve trombotik ajanlarin saliniminda azalma, flebe
iskemiye adaptasyona zaman kazandirma, distal kan akiminda artis, flepte neoanjiogenez ve
vazodilatasyonu arttirma yoluyla flep yasayabilirlgini arttirmaktadir. Pang ve arkadaslar
cerrahi geciktirme uygulanmis random paternli domuz cilt fleplerinde 6zellikle flep distalinde
kan akiminda artis oldugunu gostermistir®’. Taylor ve ark. domuz, tavsan, kopek, insanlarda
da vaskiiler geciktirme ile 6nceden varolan “choke” anastomozlarin agildigini gostermistir®®®.
Lineaweaver ve ark. vaskiiler geciktirmenin TRAM flebinin cilt adasinin yasayabilirligini
artirdigin1 gostermis ve bunun VEGF, FGF gen ekspresyonunu artirarak vasodilatasyon ve
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anjiogenezi indiikleme arciligryla oldugunu gostermislerdir®™. Cerrahi geciktirme yontemleri
Klinik etkinligi 1spatlanmis olmasina karsin ¢ok asamali cerrahi gerektirmesi, pahali ve zaman
alic1 olmasi geciktirme islemlerinin klinik kullanim alanini daraltmaktadir. Giiniimiizde
geciktirme iglemlerine alternatif olarak flep yasayabilirligini arttirmaya yonelik farmakolojik
ajanlarin kullanimi lizerine ¢ailmalar yapilmaktadir. Bu amagla vazodilatatdr, antirtombotik
ajanlar, nortofil kiimelenemsi, ve yapismasini 6nlemeye yonelik ajanlar®, hemoreolojik
ajanlar, antiinflamatuar ajanlar, antioksidan ajanlar denenmistir®.

Bu ilaglarin etkinlikleri hayvanlarda deneysel olarak gosterilmigse de flep yasayabilirligini
artirmadaki klinik etkinligi geciktirme yontemlerinin 6niine gegememistir. Yakin zamandaki
calismalar lokal anjiogenik sitokin protein (VEGF, PDGF) tedavisi lizerine yogunlasmistir ve
bu tedavilerin flep yasayabilirligini artirdig1 gosterilmistir® 2. iskemi/reperfiizyon sonucu
olusan serbest oksijen radikalleri yaslanma siireci, kardiovaskiiler hastaliklar, kanser, akciger
hastaliklari, inflamatuar, romatizmal hastaliklar gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde
etkilidir. Viicutta oksiradikallere kars1 degisik antioksidan sistemler mevcuttur
Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak iki grupta toplanabilir. Bunlar etkilerini 4 temel
mekanizma ile gerceklestirirler. Bunlar temizleyici (scavenging), sondiirme(quenching),
onarici (repair), zincir kirici (chain breaking) etkidir. Antioksidanlarin degisik mekanizmalar
iizerinden flep yasayabilirligini arttirmasi iizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Cetin ve
arkadaslar1 fucoidinin 16kosit adezyonunda ilk basamak olan “rolling” fazin1 doza bagli inhibe
ederek cilt flebinde iskemi reperfiizyon hasarini azalttigini gostermislerdir®. Arici ve
arkadaslar1 quercetinin ksantin oksidaz enzim aktivitesini inhibe ederek kas fleplerindeki
iskemi reperfiizyon hasarini azathgmi gostermislerdir®. Karnitin, desferoksamin, vitamin E,
C, koenzimQ gibi bir¢ok ajanin antioksidan aktivite ile deneysel olarak flep yasayabilirligini
artirdi1g1 gosterilmistir®®®. Ozkan ve arkadaslar1 metilen mavisinin ksantin oksidaz
inhibisyonu yoluyla sigan epigastrik ada flebinin yasayabilirligini olumlu etkiledigini
gdstermistir®”. Ozbebit ve arkadaslarmin yaptig1 calismada midazolamm VEGF diizeyini
artirma yoluyla flep yasayabilirligini arttirdigini géstermislerdir®.

Thymoquinone, halk arasinda ¢orek otu olarak bilinen, eklem agrilari, daire, dispepsi,
karaciger, akciger hastaliklar: tedavisinde dogal ilag olarak kullanilan Nigella Sativa
bitkisinin tohumlarindan elde edilmektedir. Ozellikle antikarsinojenik etkisi iizerine ¢ok
sayida deneysel calisma yapilmistir. Ait ve arkadaglari, timorlii farelerde intratiimoral
uygulanan nigella sativa ekstresinin tiimér boyutunda kiigiilme, metastaz oraninda azalma
sagladigim gostermislerdir®®. Ivankovic ve arkadaslari skuaméz hiicreli karsinom ve
fibrosarkom tizerinde yaptiklar1 in vitro ve in vivo ¢aligmalarda timokinonun timor
hiicrelerinde doz bagimli sitotoksik etki ve biiylime inhibisyonuna yol a¢tigini bulmuslardir®.
Badary timokinonun ifosfamide bagl renal toksisiteyi azalttig1 ve ifosfamidin antitumoral
aktivitesini arttirdigin1 gostermistir®. Peng ve arkadaslari timokinonun osteosarkomda timor
proliferasyon ve anjiogenezini inhibe ettigini gostermislerdir® Ayrica ovaryan
adenokarsinom'®, uterin sarkom'®, insan osteosarkomu*®?, fibrosarkom, prostat kanserinde*®®
tiimor proliferasyonunda inhibitdr etkisi gosterilmisir. Bunlarin diginda timokinonun
antimikrobial, antihepatotoksik, antinefrotoksik, antidiabetik, vaskiiler sistem iizerinde
arasidonik asit metabolizmasi lizerinden antiagregan etki gosterdigi belirtilmistir. Caligmalar
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timokinonun antikanserojen, antihepatotoksik, antinefrotoksik 6zelliklerini mevcut
antioksidan kapasitesine baglamislardir. Houghton ve arkdaslar1 timokinonun hiicre
kiiltiiriinde non enzimatik lipid peroksidasyonunu giiglii bir sekilde inhibe ettigini
gostermislerdir®. Meral ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada diabtik tavsanlarda timokinonun
stiperoksit radikal diizeyini azalttigini, lipid peroksidasyonunu azalttigin1 géstermislerdir™.
Sayed ve arkadaslarinin timokinonun siganlarda olusturulmus gentamisin nefrotoksisitesine
etkisi tizerine yaptig1 ¢calismada doku glutatyon peroksidaz, katalaz, glutatyon, ve lipid
peroksidasyon gostergesi olan tiyobarbiturik asit-reaktif substance (TBARS) degisimini
incelemis ve timokinon grubunda anlamli azalma saptamislardir'®. Hosseinzadeh ve
arfkadaslarinin yaptigi sigan iskelet kasinda iskemi reperfiizyon hasrinda timokinonun etkisi
izerine yaptiklar1 ¢aligmada 20mg/kg, 40mg/kg, 80 mg/kg dozlarinda sistemik intraperitoneal
timokinon uygulamasi sonrasi iskemi reperfiizyon hasarinda anlamli azalma, total siilfidril
grubunda, lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyinde anlamli azalma, total
antioksidan kapasitede artis tespit etmislerdir’. Calismada timokinonun antiokidan etkisinin
doz bagimli olarak artis gosterdigi de belirtilmisir.Kirui ve arkadaslar siirekli salinimli
timokinon tedavisi altinda kemik iyilesmesinde artis oldugunu saptamiglardir'®. Kara ve
arkadaslar1 ¢aligmalarinda siganlarda hizli maksiler ekspansiyon prosediiriinde uygulanan
timokinonun maksiller suturlerde yeni kemik formasyonunda, kapiller sayisinda ve
inflamatuar hiicre yogunlugunda artisa sebep oldugunu tespit etmislerdir'®. Selguk ve
arkadaslar1 sicanda olusturulan 2. derece yanik modelinde 21 giin boyunca 2 mg/kg/giin
dozunda intraperitoneal ve %0.5 lik solusyon olarak topikal uygulanan timokinun etkisi
iizerine ¢alisma yapmislardir. Sonugta timokinonun kombine sistemik ve topikal olarak
uygulandigi grupta minimum nekroz, daha diisiik total oksidatif stres seviyesi ve minimum
bakteri sayisinin 6l¢iildiigiinii belirtimislerdir. Sonug olarak timokinonun sistemik veya
topikal uygulamada inflamasyon ve oksidatif stresi azaltarak yara iyilesmesi ve
reepitelizasyonu hizlandirdigini belirtmiglerdir”™.

Bu verilerden yola ¢ikilarak timokinonun siganlarda flep sagkalimina etkisini arastirmak
amagli bu calisma planlandi. Literatiirdeki diger calismalarla uyumlu olarak sicanlarda 3x9
cmlik kaudal tabanli dorsal modifiye Mc Farlane flepleri tasarlandi. Timokinon ile yapilan
deneysel flep galismasi olmamasi nedeni ile literatiirde bulunan yanik yara iyilesmesi’ ve kas
iskemi reperfiizyon hasari iizerine yapilan ¢aligmalardaki efektif dozlar dikkate alinarak® post
operatif ilk giinden itibaren 10 giin boyunca Smg/kg (toplamda 50 mg/kg) intraperitoneal
enjeksiyon yapildi. Siganlarda Mc Farlane flebinde nekrozun demarkasyon siireci genelde 7-
10 giin olmasi nedeni ile sicanlar 10. giinde sakrifiye edilerek fleperde nekrotik alan 6l¢iimleri
ve histolojik inceleme amagli flep proksimalinden ve distalde saglam doku- nekroz gecis
zonundan doku ornekleri alindi. Yine 10. giinde biyokimyasal inceleme amagl serum ve
doku ornekleri alindi.

Abla ve arkadaslarinin sican deri fleplerinde asetilsistein ile yaptig1 ¢caligmada asetilsisteinin
flep nekrozununu %14 oraninda azalttigin1 saptamiglardir'”’. Angel ve arkadaslarinin
antioksidan olan desferoksamin ile yaptig1 ¢calismada flep nekroz alanlarinda belirgin azalma
tespit edilmistir'®. Calismamizda timokinon enjekte edilen grupta kontrol ve sham grubuna
oranla nekrotik alan dl¢timlerinde ve nekroz/flep alanmi ylizdelerinde istatistiksel olarak
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anlaml derecede azalma saptanmistir. Sadece DMSO uygulanan sham grubunda da kontrol
grubuna oranla nekroz yiizdelerinde anlamli azalma tespit edilmistir. Bu da thmoquinonun
antioksidan 6zelligi sayesinde distal flep nekrozunu azalttigini diisiindiirmektedir. Bu sonug
literatiirdeki flep yasayabilirligi iizerine yapilan diger ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.

Calisamamizda thymoquinonun antioksidan etkinligini gdstermek i¢in serum ve fleplerden
alinan doku 6rneklerinde total antioksidan kapasite ve ve lipid peroksidasyon gostergesi olan
tiyobarbiturik asit-reaktif substance (TBARS) degisimini incelenmis ve timokinon grubunda
kontrol grubuna ve sham grubuna oranla anlamli 6l¢iide diisiik oldugu saptanmuistir.
Antioksidan etkinlik gosterdigi bilinen DMSO’nun'® tek basina uygulandigi sham grubunda
doku (TBARS) ve doku total antioksidan kapasite 6l¢limiinde kontrol grubuna oranla anlaml
degisiklik saptanirken, serum ol¢iimlerinde anlamli fark saptanmamistir. Bu thmoquinonun
serum ve doku diizeyinde antioksidan kapasiteyi arttirdigin1 gostermektedir. Bu sonuglar
timokinonun antioksidan etkinligine iligkin literatiirdeki diger ¢aligmalarla uyum
gostermektedir®™™,

Literatiirde timokinonun antiinflamatuar 6zellik gosterdigine dair ¢alismalar olmasina
karsin® bizim ¢alismamizda gruplar arasinda flep proksimal ve distallerinde PNL ve lenfosit
diizeylerinde anlamli fark saptanmamis ve anlamli diizeyde antiinflamatuar etkinlik
gosterilememistir.

Fibroblast diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina
karsin deney grubunda flep distallerindeki proliferasyonun diger gruplara goére daha fazla
oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bu da bize thymoquinonun fibroblast proliferasyonuna az da olsa
olumlu katki sagladigini diistindiirmektedir.

Kesitlerdeki kollajen diizeyleri incelendiginde flep distallerinde deney grubunda
kollajen yogunlugunun anlamli dercede daha fazla oldugu, lif yapilarinin belirmeye baslamis,
yer yer demetler yapmis durumda oldugu gozlenmistir. Bu da timokinonun kollajen sentezini
stimiile ettigini gdstermektedir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar literatiirdeki diger antioksidan ve antiinflamatuar
ajanlarla yapilmis ¢ok sayida ¢alismayla paralellik gostermektedir. Her antioksidanin farkli ve
cok cesitli mekanizmalarla etkinligini gostermesi nedeni ile etkinliklerini standardize etmek
miimkiin degildir.

Peng ve arkadaslar1 yaptiklari invivo ve in vitro ¢aligmalarda timokinonun osteosarkomda
antitimor ve antianjiogenetik etkisi oldugunu gostermislerdir®. Timokinonun fleplerde
neoanjiogenetik etkisi iizerine literatlirde yapilmis ¢alisma yoktur. Bizim ¢alismamizda
antiVEGF antikoru ile yapilan boyamada 6zellikle deney grubunda flep distallerinde daha
yogun damarlanma goériilmesine (Tablo 4) karsin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmemistir. Bu timokinonun fleplerde belirgin neoanjiogenetik etkisi olmadigini
diistindiirmektedir.
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6.SONUC

Timokinon binlerce yildir pek ¢ok hastaligin tedavisinde dogal ila¢ olarak kullanilmakta
olan nigella sativa bitkisinden elde edilmistir. Giiniimiizde 6zellikle antioksidan kapasitesi
nedeni ile kanser tedavisine yonelik deneysel ¢calismasarda ¢okga kullanilmis ve olumlu
yanitlar alinmistir. Antioksidan 6zlelligini 6zellikle enzimatik lipit peroksidasyonu
inhibisyonu araciligyla gosterir.

Calismamizda thymokinonun sigandan olusturulan dorsal random paternli fleplerinde
distal nekroz alanin1 anlamli derecede azalttig1 ve yara iyilesmesine olumlu katki sagladigi
saptanmistir. Bu nedenle plastik cerrahinin biiyiik bir parcasi olan flep cerrahisi
operasyonlarinda flep yasayabilirligini arttiric bir ilag olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.
Ancak timokinonun flep sag kalima etkisi {izerine baska ¢aligma olmamasi nedeni ile
timokinonun degisik dozlarda etkileri, minimum ve maksimum etkinligin goriildiigii dozlar,
topikal veya oral uygulamada etkinligi hakkinda bilgi yoktur. Klinik kullanim 6ncesi gesitli
doz araliklar1 ve uygulama yollar ile yapilacak ¢aligmalarin gerekli oldugun kanaatindeyiz.
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